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略語 
BSA     Bovine Serum Albumin 
2,4-D   2,4-dichlorofenoxyacetic acid 
DTT     ジチオスレイトール(dithiothreitol) 
EDTA    ethylenediaminetetraacetic acid 
ELO     Elongase 
FAE     Fatty Acid Elongase 
HEPES   4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid 
HRAC    Herbicide Resistance Action Committee 
NADH    nicotine amide adenine dinucleotide 
NADPH   nicotine amide adenine dinucleotide phosphate 
PVPP    ポリビニルポリピロリドン(polyvinylpolypyrrolidone) 
VLCFA   超長鎖脂肪酸(Very-Long-Chain Fatty Acid) 
VLCFAE  超長鎖脂肪酸伸長酵素(Very-Long-Chain Fatty Acid Elongase) 
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諸言 
 
現在、発展途上国での爆発的な人口増加により、世界の総人口は10年後の2025
年には 80 億人に達すると推定され、近い将来には世界規模で食糧不足を生じる
ことが危惧されている。特に BRICs 諸国(ブラジル、ロシア、インド、中国)に
おいて食糧需要が増大しているだけでなく、石炭や石油等化石燃料に代わるエ
ネルギー源としての穀物生産が増加している。このような社会情勢の中で安定
的に食糧を確保するための一つの手段として、単位面積当たりの生産性の向上
を図る必要がある。作物生産にとって遺伝子組み換え作物の作出も大きく寄与
しているが、依然として化学農薬の使用は増加する傾向が見られ、農薬による
防除が重要な役割を担っている。 
これまでの研究で、農薬の効力を数十倍から数百倍に向上させることで活性
成分の使用量を極力抑え、環境中で容易に分解される薬剤を開発することで環
境負荷の低減が進められ、また、選択性を付与することで人畜に対する安全性
の向上が図られてきた。除草剤に目を向ければ、世界の農薬市場の 4 割を占め
[1]、様々な作用機序を持つ薬剤が開発されている。しかしながら、約 20 年前
から薬剤抵抗性雑草の出現が顕在化しており、除草剤の開発にとって、新規標
的部位の探索研究や、抵抗性の発達しにくい施用方法や薬剤選抜が重要となっ
ている。 
本論文では、除草剤の標的部位の一つである超長鎖脂肪酸伸長酵素
(Very-Long-Chain Fatty Acid Elongase; VLCFAE)に関して研究を行った。VLCFAE
阻害型除草剤は 50 年以上前から使用されていたがその作用点が判然とせず、分
子生物学的な解析手法が確立されていなかったことも相まって研究に進展が見
られなかった。昨今、その酵素をターゲットとするイソキサゾリン骨格を持つ
新規除草剤が開発され、その化合物をモデルに生化学及び分子生物学的手法を
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用いて VLCFAE の酵素的性質を解析した。 
ここでは、除草剤の作用点及び選択性を示し、VLCFAE、既存の VLCFAE 阻害型
除草剤開発の歴史及び作用点解明の経緯、並びにそれらの作用機構と選択性に
関して記述する。 
1. 除草剤の作用点 
1980 年以降、様々な作用点を持つ除草剤が開発され、その作用メカニズムが
解明されてきた[2-12]。現在までに公知となっている主な作用点を Fig. 0-1 に
示した。1990 年代後半以降、作用点研究で特に進展があったのは、長年未解明
であったクロロアセトアミド系除草剤の作用点が超長鎖脂肪酸伸長酵素
(VLCFAE)と解明されたことである[13-17]。この意義は大きく、それまで作用点
が未知であった水稲用除草剤の多くが後になってVLCFAEを作用点とすることが
明らかとなった。 
2. 除草剤の選択性 
選択性とは薬剤が対象作物に影響を与えることなく、防除対象の雑草にのみ
作用することであり、実際の施用場面では最も重要な特性の一つである。耕種
的要因に依存しているのではなく、作物と雑草間の生理的な違いが除草剤の選
択性要因になっている例が多く知られている。これには、作用点の感受性差が
選択性要因になる場合と、薬剤の解毒代謝や移行性等の作用点以外の要因が関
与する場合がある。作用点の感受性差が選択性要因となっている例としては、
脂肪酸生合成の最初の過程を触媒するアセチル CoA カルボキシラーゼ(ACCase)
阻害が挙げられる。ACCase には真核型と原核型が存在しているが、ACCase 阻害
剤はイネ科雑草の葉緑体に存在する真核型のACCaseのみを選択的に阻害するこ
とで雑草のみを枯死させる[18,19]。一方で、作用点に感受性差が認められない
薬剤でも生理的な選択性を有する薬剤が数多くある。このような場合は、解毒
代謝反応に関わるチトクロムP450(P450)及びグルタチオンS-トランスフェラー
3 
 
ゼ(GST)、並びにグルコシルトランスフェラーゼや薬剤の移行に関わる ABC トラ
ンスポーターが重要になる[20,21]。解毒代謝による生理的な選択性を示す薬剤
として、アセト乳酸合成酵素(ALS)阻害剤のスルフォニル尿素系(SU 系)除草剤、
光合成阻害剤のアトラジンが挙げられ、前者は P450、後者は GST による薬剤の
不活化が作物雑草間の選択性要因となっている[22,23]。 
3. VLCFAE について 
VLCFAE は植物クチクラのワックス層や細胞膜のスフィンゴ脂質の主成分であ
る超長鎖脂肪酸（Very-Long-Chain Fatty Acid; VLCFA）を合成する酵素である
[24,25]。VLCFA は炭素鎖が 20～30 以上の飽和脂肪酸や不飽和脂肪酸から成り、
葉緑体で生合成された C18 以上のアシル CoA にマロニル CoA の 2 つの炭素が付
加されることで生成する。従って、VLCFAE は C18 以上の脂肪酸の炭素数を 2 つ
ずつ伸長する酵素である（Fig. 0-2）。なお、VLCFAE は C16 から C18 の伸長反応
を触媒する活性も有しているが、本伸長反応は葉緑体の脂肪酸生合成酵素によ
っても触媒される。詳しく見ると、この VLCFA の生合成には 4 つの酵素系（縮
合酵素、2つの還元酵素、脱水酵素）が関与しており、最初の縮合反応を触媒し
ているのが VLCFAE である(Fig. 0-3)[17,25]。VLCFAE が触媒する反応が VLCFA
合成の律速段階となっており、生成される VLCFA の種類は、VLCFAE のアシル CoA
に対する親和性に依存している[26,27]。これまで、VLCFAE の酵素的性質が最も
良く調べられている植物はシロイヌナズナである。シロイヌナズナではアミノ
酸配列の相同性検索により、21個のVLCFAEが存在していることが示されており、
現時点ではその内の 8 種類の酵素が VLCFAE として同定されている[28-33]。そ
れらの機能解析によって、単一の VLCFAE が複数の炭素鎖伸長反応を触媒するこ
とが明らかになっている[26,27,30,32]。 
4. VLCFAE 阻害型除草剤開発の歴史 
VLCFAE 阻害型除草剤は作用機序による分類 Herbicide Resistance Action 
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Committee(HRAC)[34]において K3 グループに分類されており、メトラクロール
[15,17,25,35,36]やメタザクロール[13,15-17,25,35,37]等のクロロアセトア
ミド系、メフェナセット[15,17,25] 等のオキシアセトアミド系、フェントラザ
ミド[25,32] 等のテトラゾリノン系、カフェンストロール[15,17,25,32] 等の
トリアゾール系、インダノファン[38,39] 等のオキシラン系など多くのタイプ
から構成される（Fig. 0-4）。VLCFAE 阻害型除草剤としてクロロアセトアミド系
化合物が長い歴史を持ち、アメリカにおいてトウモロコシ用の土壌処理型除草
剤として 1950 年代から使用されている。1956 年にアリドクロール[32]、1964
年にプロパクロール、1969 年にアラクロール[14,15,17,25]が畑作用除草剤とし
て上市され、これらに続いて、1974 年に最初の水稲用除草剤としてブタクロー
ル[15,17]が、1976 年に畑作用除草剤としてメトラクロールが登録された。この
ように、1950 年からの 30 年の間に VLCFAE 阻害型除草剤として開発された薬剤
の多くがクロロアセトアミド系化合物であり、1980 年以降もこのタイプの薬剤
が勢力的に開発されており[25,36]、1988 年にはプレチラクロール[25]が水稲用
除草剤として登録された。また、1980 年以降はクロロアセトアミド系以外の他
のタイプに属する水稲用の VLCFAE 阻害型除草剤の開発も盛んに行われ、1987 年
にメフェナセット、1996 年にカフェンストロール、1999 年にインダノファン、
2000 年にフェントラザミドが上市され、処理薬量に関しても開発初期の水稲用
除草剤ブタクロールに比べかなり低くなった。また、最近開発されたイソキサ
ゾリン系除草剤は感受性植物に対する作用症状からVLCFAEを作用点とすること
が推察されている。 
5. VLCFAE 阻害型除草剤作用点解明の経緯 
VLCFAE 阻害型除草剤の中で歴史の古いクロロアセトアミド系化合物の作用点
は、最初のアリドクロールが上市されてから長い間不明であったが、1990 年代
後半になって、緑藻を用いた試験によりそれらの薬剤が VLCFA 生合成系を阻害
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することが実証された。さらに、西洋ネギの幼苗を用いた実験で、14C-マロニル
CoA のアラキジン酸(C20:0)、ベヘン酸(C22:0)、リグノセリン酸(C24:0)への取
り込みがメタザクロールにより阻害されることも示された[25,35]。これらの知
見に基づいて、アラクロール、メタザクロール、テニルクロールの西洋ネギ
VLCFAE 活性(C18:0→C20:0)に対する影響が調べられた結果、これらの薬剤は
VLCFAE を低濃度で阻害することが明らかとなった[17,25,36]。その後、これら
の研究成果に触発されて、緑藻や西洋ネギを用いた試験等により、他のタイプ
の VLCFAE 阻害型除草剤の作用点についても VLCFAE であることが次第に明らか
にされていった[15,17,25,32,37,38,40]。 
6. VLCFAE 阻害型除草剤の作用機構及び選択性 
既存の VLCFAE 阻害型除草剤の作用機構に関して、クロロアセトアミド系除草
剤は分子内に求電子性の高い炭素原子、すなわち求核試薬の攻撃対象となる炭
素原子を有していることから、これらの薬剤は VLCFAE の活性中心に存在するシ
ステインのSH基と不可逆的に反応して酵素を失活させると考えられている（Fig. 
0-5）[17,25,35,37]。薬剤がターゲット酵素と共有結合を形成して酵素を阻害
する不可逆的阻害の場合には、酵素と薬剤のプレインキュベーション時間（基
質であるマロニル CoA を含まない反応系をインキュベートする時間）に比例し
て酵素阻害活性が強くなる。メタザクロールの場合には、西洋ネギの VLCFAE
（C20:0→C22:0 の伸長反応）阻害活性は、薬剤と酵素のプレインキュベーショ
ン時間が長くなるにつれて強くなることが示されている[17,25,35]。従って、
クロロアセトアミド系除草剤はVLCFAEを不可逆的に阻害すると考えられている
とともに、この説が他のタイプの VLCFAE 阻害型除草剤にも適用されている。 
選択性に関しては、畑作用のクロロアセトアミド系 VLCFAE 阻害型除草剤であ
るアセトクロール及びアラクロール、並びにメトラクロールでは GST による薬
剤代謝が関与していると報告されている[41-43]。 
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本論文は新規イソキサゾリン系除草剤の作用機構及び作物雑草間の選択性要
因に関して研究したものである。  
 第 1 章では、2 つのイソキサゾリン系除草剤(ピロキサスルホン及びフェノキ
サスルホン)の VLCFA 生合成系及び VLCFAE 活性に及ぼす影響を解析することに
より、両剤が植物 VLCFAE を主作用点とする薬剤であることを示し、従来とは異
なる様式で標的酵素を阻害していることを明らかにした。 
第 2章では、第 1章で解析した VLCFAE 活性が複数の酵素活性の総和であった
ことから、両剤の VLCFAE 阻害剤としての詳細な性質を明らかにするために、単
一の酵素に対する阻害を解析した。また、従来の VLCFAE 阻害型除草剤も含めて
標的酵素との相互作用について考察した。 
第 3 章では、作物雑草間の選択性要因の解明を目的に放射性標識したピロキ
サスルホンを用いて植物幼苗中の薬剤代謝活性を解析した。 
1980                         Phytoene desaturase, PDS (Pyridazine-type)
1982-1986                Glutamine synthase, GS  (Glufosinate, Bialaphos)
1984                         5-Enolpyruvylshikiminate-3-phosphate synthase, EPSPS  (Glyphosate)
1984                         Acetolactate synthase, ALS (Sulfonylurea-type)
1986-1989                Protopophyrinogen oxidase, PPO (Diphenyl ether-type, Imido-type)
1987                         Acetyl-CoA carboxylase, ACCase (Phenoxypropionic acid-type)
1992-1993                p-Hydroxyphenylpyruvate dioxygenase, HPPD (Sulcotrione)
1993-2000                Very long chain fatty acid elongase, VLCFAE (Chloroacetamide-type)
Before 1980s Auxin mimic
Mitosis
Photosynthetic electron transport, PET 
Fig. 0-1 History of the identification of target enzymes of herbicides. 
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Long Chain Fatty Acid
(C16～C18)
Oleic acid 
C18:1
Eicosenoic acid 
C20:1
Erucic acid 
C22:1 
Behenic acid 
C22:0
Stearic acid 
C18:0
Arachidic acid 
C20:0
Lignoceric acid 
C24:0
Nervonic acid 
C24:1
Chloroplast
Endoplasmic reticulum
Palmitic acid 
C16:0 
Stearic acid 
C18:0
Montanic acid 
C28:0
Cerotic acid 
C26:0
Merysic acid 
C30:0
Very Long Chain Fatty Acid :VLCFA 
(C20～C30)
Fig. 0-2 Biosynthetic pathway of  VLCFAs in plants. 
VLCFAE catalyzes the elongation steps shown by arrows. 
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Fig. 0-3 Elongation reaction of carbon chain of VLCFAs in plants.
KCR, HCD and ECR are abbreviations of 3-ketoacyl-CoA-reductase, 3-hydroxylacyl-CoA-
dehydratase and trans-2,3-enoyl-CoA-reductase, respectively.  
VLCFAE
condensation
CO2Malonyl-CoA
reduction
KCR
C=O
R
CoA
C‐OH
C=O
R
CoA
C=O
C=O
R
CoA
C=O
R
CoA
C=O
R
CoA
dehydration
HCD
reduction
ECR
Acyl-CoA(n) 3-Ketoacyl-CoA 3-Hydroxyacyl-CoA
Trans-2,3-Enoyl-CoA Acyl-CoA(n+2)
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1. Chloroacetamide-type 2. Oxyacetamide-type
3. Tetrazolinone-type 4. Triazole-type 5. Oxirane-type
Metolachlor
Mefenacet
Fentrazamide Cafenstrole Indanofan
Metazachlor
S O
O
N
N
O N
S
N
O N N
O
O
Cl
O
O
N
N
N
O Cl
N
O Cl
O
N
NN
N
Cl
O
N
O
Fig. 0-4 VLCFAE-inhibiting herbicides. 
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Chloroacetamide
R1
R
O
S Enz
R2
N
R1
R
OR2
N Cl
S Enz
H
Fig. 0-5 Assumed inhibition mechanism of VLCFAE by chloroacetamides.
Enz-SH, SH group of cysteine residue in the active center of VLCFAE.
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第1章 イソキサゾリン系除草剤の超長鎖脂肪酸(VLCFA)生合成系に及ぼす影響 
 
クロロアセトアミド系除草剤の作用点が VLCFAE であると解明されて以来、多
くの水稲用除草剤が同様の作用点を持つことが明らかとなった。最近開発され
たイソキサゾリン系除草剤(ピロキサスルホン及びフェノキサスルホン)もこの
作用を有すると考えられ、本章では両剤のVLCFA生合成系への影響を解析した。
ピロキサスルホン(3-[5-(difluoromethoxy)-1-methyl-3-(trifluoromethyl)- 
pyrazol-4-ylmethylsulfonyl]-4,5-dihydro-5,5-dimethyl-1,2-oxazole) 及 び
フェノキサスルホン(3-[(2,5-dichloro-4-ethoxyphenyl)methylsulfonyl]- 
4,5-dihydro-5,5-dimethyl-isoxazole)はクミアイ化学工業、ケイ・アイ研究所
及びイハラケミカル工業が共同で開発したイソキサゾリン環を有する新規除草
剤である(Fig.1-1)[44-47]。ピロキサスルホンはトウモロコシ[47-51]、ダイズ
[52]用の土壌処理剤であるが、ムギ類にも選択性を有しており[53]、幅広い作
物適用性を持っている[53-57]。本剤はエノコログサやメヒシバ、ヒエ、ナルコ
ビエ、セイバンモロコシ等のトウモロコシ栽培における主要イネ科雑草に加え、
ヒユ類やシロザ、イチビ等の広葉雑草にも広いスペクトラムを有している。畑
作用の VLCFAE 阻害型除草剤は、長い間低薬量化が図れなかったが、ピロキサス
ルホンの処理量は 50～250 g a.i./ha と土壌処理剤としては低く、先行剤の数
分の１である。また、本剤は残効性に優れている[58]。ムギ類においては、ブ
ラックグラスやライグラス類といったACCase阻害型除草剤やジニトロアニリン
系除草剤に抵抗性を獲得している草種に効果が高い。 
一方、同タイプのフェノキサスルホンは水稲用除草剤として、20 g a.i./10 a
の薬量でタイヌビエやコナギ、アゼナ類およびタマガヤツリ等の一年生雑草に
効果が高く、また、葉齢の進んだ生育期のノビエ等にも効果を有している[59]。  
本章では感受性植物に及ぼす作用症状から両剤の作用点はVLCFAEである可能
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性が高いと考えられたことから、VLCFA 生合成系及び黄化幼苗から調製した
VLCFAE 活性に対する阻害を調べることにより、両剤が VLCFAE を主作用点とする
薬剤であることを示すとともに、酵素阻害機構等に関する新しい知見を得た。 
 
材料及び方法 
 
使用薬剤 
ピロキサスルホン及びフェノキサスルホンは 10-2 M のアセトン溶液を調製し、
適宜アセトンで希釈して培地中に添加した。培地中のアセトン濃度は 0.1～1%
とした。 
 
供試植物 
 イネ(日本晴)、ネズミムギ、タイヌビエ、食用ヒエ、コムギ(農林 61 号)、ト
ウモロコシ(パイオニア 32K61)、ダイズ(ふさみどり)を用いた。 
 
植物体生育阻害試験 
ゲランガムを培地とする発芽生育阻害試験を行った。ホグラント mix と 3 g
のゲランガムを 1 L の蒸留水に懸濁させた後、電子レンジで温め十分に溶解さ
せた。その 15 ml を冷めないうちに管ビンに注入した。薬剤を練り込む際には、
管ビンへの注入時に同時添加してよく混ぜた。イネ及び食用ヒエ、並びにタイ
ヌビエの種子は、1%の次亜塩素酸ナトリウム中で 20 分間程度殺菌処理した後、
十分に水で洗浄した。それらの種子を蒸留水中に浸し、25～27℃で 3～4日程度
放置して催芽させた後、芽の部分を上向きにしてゲランガム培地に 5 粒ずつ埋
め込んだ。一方、ネズミムギ、コムギ、トウモロコシは種子をバーミキュライ
トを入れたプラスチックポットで数日間栽培した後に採取し、根部を水で洗浄
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した植物体をゲランガム培地に埋め込んだ。これを透明なケースに蒸留水を入
れたビーカーと一緒に入れ、サランラップで蓋をした。各ケースを陽光培養装
置に置き、30℃で約 1 週間生育させた。薬剤の阻害は茎葉部の草丈を測定して
薬剤無添加区に対する生育阻害率を算出することで定量化した。生育阻害 50%
濃度(EC50値)は Probit 法により求めた。 
 
イネ培養細胞に対する増殖阻害試験 
ムラシゲ・スクーグ培地用混合塩類 (MS 無機塩)を 1 袋、10 mg/ml のチアミ
ン塩酸塩を 1 ml、5 mg/ml のニコチン酸を 1 ml、10 mg/ml のピリドキシン塩酸
塩を 1 ml、2 mg/ml のグリシンを 1 ml、0.2 mg/ml の 2,4-D を 1 ml、30 g のシ
ョ糖(スクロース)、50 mg/ml の myo-イノシトールを 1 ml を 1 L のビーカーに
入れ、蒸留水で正確に 1000ml にした。この溶液の pH を 5.7 に合わせ、300 ml
の三角フラスコに 150 ml ずつ分注してシリコン栓で蓋をした後、栓をアルミ箔
で覆ってオートクレーブした。一方、上記と同じ組成でかつ 3 g のゲランガム
を含む固体培地で誘導したイネ培養細胞[60]の一部を液体培地に移植して 7～
12 日間前培養した。 
上記液体培地を 50 ml 入れた 200 ml の三角フラスコに薬剤のアセトン溶液を
0.05 ml あるいは 0.5 ml 添加して所定濃度の液体培地を調製した後、前培養し
たイネ培養細胞を約 1.5 g 添加して 7～10 日間培養した。培養終了後に液体培
地を除去し、細胞の湿重量を秤量した。薬剤の影響は、薬剤無添加区に対する
増殖阻害率を算出することで定量化した。なお、増殖が完全に阻害された場合
の培養後の湿重量は 1.5 g であるので、これをコントロールとした。 
 
食用ヒエ培養細胞に対する増殖阻害試験 
ムラシゲ・スクーグ培地用混合塩類 (MS 無機塩)を 1 袋、10 mg/ml のチアミ
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ン塩酸塩を 40 μl、10 mg/ml のピリドキシン塩酸塩を 50 μl、2.0 mg/ml のグ
リシンを 1 ml、50 mg/ml の myo-イノシトールの 2 ml、0.2 mg/ml の 2,4-D を
30 ml、2.5 mg のピクロラム (Picloram)、4,0 mg/ml のトリプトファンを 1 ml、
30 mg のスクロースを 1 L のビーカーに入れ、蒸留水で正確に 1000 ml にした。
この溶液を pH5.7 に合わせ、300 ml の三角フラスコに 150 ml ずつ分注してシリ
コ栓で蓋をした後、栓をアルミ箔で覆ってオートクレーブした。一方、上記と
同じ組成でかつ 3 g のゲランガムを含む固体培地で誘導した食用ヒエ培養細胞
[61]の一部を液体培地に移植して 8～12 日間前培養した。 
上記液体培地を 50 ml 入れた 200 ml の三角フラスコに薬剤のアセトン溶液を
0.05 ml あるいは 0.5 ml 添加して所定濃度の液体培地を調製した後、前培養し
た食用ヒエ培養細胞を約 1 g 添加して 9～11 日間培養した。培養終了後に液体
培地を除去し、細胞の湿重量を秤量した。薬剤の影響は、薬剤無添加区に対す
る増殖阻害率を算出することで定量化した。なお、増殖が完全に阻害された場
合の培養後の湿重量は 1g であるので、これをコントロールとした。 
 
イネ及び食用ヒエ培養細胞からの脂肪酸抽出及び脂肪酸の分析定量 
脂肪酸の抽出はウンデセン酸(C11:1)を内部標準物質として行った。分析標準
品として、C14:0、C16:0、C16:1、C18:0、C18:1、C18:2、C18:3、C20:0、C22:0、
C22:1、C24:0 を含む Supelco 社の FAME mix 及びその他の脂肪酸メチルエステル
(C11:1, C15:0, C20:1, C26:0)を用い、各々の検量線を作成して定量した。各
脂肪酸メチルエステルの同定は GC の保持時間とマススペクトルから判断した。
なお、定量及び定性はメチルエステル体で行ったが、定量する際には分子量を
基に脂肪酸量に換算した。 
培養細胞 1 g に対し、水 10 ml、メタノール 25 ml、 クロロホルム 12.5 ml
加え、マイクロテック・ニチオン社のヒスコトロンで培養細胞を破砕した。こ
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の際、クロロホルムに溶解した内部標準[10-ウンデセン酸(C11:1)]を 0.1 mg 加
えた。破砕した溶液を吸引濾過後、分液ロートに入れ、40 ml のクロロホルム及
び 50 ml の飽和硫酸アンモニウム水溶液を加えた後、充分に脂肪酸・脂質の抽
出を行う為に 30 分程放置し、さらにクロロホルムによる脂質の抽出操作を 2回
(全 3 回)繰り返し行った。回収したクロロホルム層を分液ロートに入れ、水で
洗浄した後、クロロホルム層をナスフラスコに回収してエバポレーターで濃縮
した。減圧乾固させた容器に 6 ml の 25％水酸化カリウム、9 ml のエタノール
を加え、65℃で 1 時間加熱した後、室温に戻して 10％塩酸を加えて酸性(pH 2
程度)にした。その溶液を分液ロートに入れ、50 ml のヘキサンを加えてよく攪
拌し、有機層を回収する操作を 2 回繰り返した後、固体の無水硫酸マグネシウ
ムにより脱水して回収した。そのヘキサン層をエバポレーターで濃縮した後、2 
ml の混合溶媒(トルエン/メタノール=4/1, v/v)に溶解させた後、数滴の濃硫酸
を反応系に滴下し、80℃で 1 時間反応させた。反応終了後、室温に戻して飽和
重曹水で中和したことを pH 試験紙にて確認後、有機層を回収した。その有機層
をフィルター付きのエッペンドルフチューブに 200 μl 注入し、遠心後の溶液
の2 μlをGCに供試した。GCはAgilent 6890 Series GC System、カラムはSupelco
社の Omegawax250(30 m long, 0.25 mm I.d., film thickness 0.25 μm)を用い
た。オーブンの初期温度は 100℃で 5 分間ホールドした後、4℃/min で 220℃ま
で昇温させて 25 分間ホールドした。注入口温度は 250℃、検出器は 250℃で FID
を用いた。 
 
黄化幼苗からのミクロソーム画分の調製 
28℃の暗所で約一週間栽培した黄化植物茎葉部 30g を 150～240 ml の 320 mM
ショ糖、10 mM ジチオスレイトール(DTT)、2 mM EDTA(カリウム塩)、7.5 g(植
物試料の 25%)のポリビニルポリピロリドン(PVPP)、30～48 mg(バッファー量の
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0.02%)のアジ化ナトリウムを含む HEPES / KOH buffer (100 mM, pH 7.2)に加え、
氷冷下でホモジナイザーにより丁寧にすりつぶした。ナイロンメッシュで濾過
して得た懸濁液を 1,000×g で 15 min 遠心し、その上澄みを 15,000×g で 20 min
遠心した。その遠心上澄を 105,000×g で 1 時間遠心し、沈殿物(ミクロソーム
画分)を得た。その沈殿物を 320 mM ショ糖、1 mM DTT を含む HEPES / KOH buffer 
(100 mM, pH 7.2)で洗浄し、105,000×g で 1 時間遠心して得られた沈殿物を 5 ml
の 0.1% Triton-X-100、1 mM DTT、1 mM MgCl2を含む HEPES / KOH buffer (100 
mM, pH 7.2)に再懸濁させた。テフロンホモジナイザーを用いて懸濁溶液を丁寧
にすりつぶして均一な懸濁溶液とし、500 μl ずつ分注して-80℃に保存した。
タンパク質濃度は BSA を基準物質としたブラッドフォード法により定量した。 
 
VLCFAE 阻害活性試験 
VLCFAE 活性は基質である[2-14C]Malonyl-CoA の前駆体(Acyl-CoA)への取り込
み量により求めた。 Stearoyl-CoA(C18:0)及び Arachidoyl-CoA(C20:0) は
Sigma-Aldrich 社、Behenoyl-CoA(C22:0-CoA)、Lignoceroyl-CoA(C24:0-CoA)、
Cerotoyl-CoA(C26:0-CoA) は Avanti Polar Lipids 社 、
[2-14C]Malonyl-CoA(1.85-2.04 GBq/mmol)は American Radiolabeled Chemicals 
社から購入した。20 mM NADH 5 μl、20 mM NADPH 5 μl、2 mM Acyl-CoA 5 μ
l、DW 12 μl、ミクロソーム 20 μl、アセトンあるいはピロキサスルホンある
いはフェノキサスルホンのアセトン溶液 3 μlを加えて30℃で所定時間プレイ
ンキュベーションした後、200 μM [2-14C]Malonyl-CoA 10 μl を添加して、30℃
で 30 分間酵素反応を行った。なお、プレインキュベーション 0 分の場合には、
最初に 200 μM [2-14C]Malonyl-CoA 10 μl を加えた反応系にミクロソームを添
加して酵素反応を行った。反応後、39 μl の 60% KOH 水溶液を加えて酵素反応
を停止させ、80℃で 30 min 加熱した。その溶液に 272 μl の 6% HCl と 1089 μ
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l の混合溶媒(アセトン/ヘキサン= 4/3, v/v)を加え、ボルテックスで攪拌後、
2000×g で 5 min 遠心して有機層 600 μl を回収した。この有機層に 272 μl の
6% HCl を加え、ボルテックスで攪拌した後、2000×g で 5min 遠心した。遠心上
澄から有機層 200 μl を採取し、シンチレーションカウンター(BECKMAN 
LS6000TA Series Liquid Scintillation System)を用いて放射活性を調べた。
薬剤の VLCFAE 阻害活性は、薬剤無添加区に対する阻害率を算出することで定量
化し、阻害 50%濃度(I50値)は Probit 法により求めた。 
 
イネ茎葉部及び培養細胞中の脂肪酸含有量の比較 
脂肪酸抽出及び分析定量はイネ培養細胞からの脂肪酸の抽出及び分析定量に
記載した方法に従い、イネ培養細胞を液体培養する際にはイネ培養細胞に対す
る増殖阻害試験に記載した液体培地を用いた。なお、本試験の際には C28:0、
C30:0 の標準品も用い、検量線を作成して定量した。脂肪酸分析には、温室内で
高さ約10cmに生育したイネ茎葉部及び27℃で8日間液体培養したイネ培養細胞
を用いた。 
 
結果 
 
植物体及び植物培養細胞に対する阻害 
ピロキサスルホンは対象雑草のネズミムギ及び食用ヒエ植物体の生育を低濃
度で阻害し、その生育阻害 50%濃度(EC50値)はそれぞれ 41 nM、30 nM であった
(Table 1-1, Figs. 1-2,4)。一方、対象作物のコムギ及びトウモロコシに対す
る生育阻害は対象雑草に比べて弱く、コムギに対する EC50値は 3.8 μM であっ
た(Table 1-1, Figs. 1-3,4)。また、イネの感受性は対象雑草と同等(EC50 値は
25 nM)であったことから、ピロキサスルホンの作用機構研究にはイネを感受性
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モデル植物として用いることが出来ると考えられた(Table 1-1, Figs. 1-2,4)。 
一方、フェノキサスルホンは食用ヒエの生育を対象雑草のタイヌビエと同様
に低濃度で阻害した(EC50 値はそれぞれ 30 nM、43 nM)ことから、食用ヒエをフ
ェノキサスルホンの作用機構研究の際の感受性植物とした(Table 1-2, 
Figs.1-5,6)。 
ピロキサスルホンのイネ培養細胞及びフェノキサスルホンの食用ヒエ培養細
胞に対する増殖阻害は各々の植物体に対する生育阻害に比べて極めて弱く、植
物体と培養細胞の薬剤感受性は大きく異なっていた(Figs. 1-7,8)。 
 
VLCFA 生合成阻害 
薬剤無処理区の GC チャートを Fig. 1-9 に示した。ピロキサスルホンを含む
液体培地で培養したイネ培養細胞では、炭素数 20 以上の VLCFA が大幅に減少し
ているのに対して、VLCFA の前駆体となる炭素数 18 以下の脂肪酸が蓄積してい
た(Table 1-3)。10-6 M のピロキサスルホン処理したイネ培養細胞では、VLCFA 
(C20:0、C20:1、C22:0、C22:1、C24:0)が無処理区に対して 30～48%、VLCFA 前
駆体(C14:0、C16:0、C18:1、C18:0、C18:2、C18:3)が無処理区に対して 131～168%
となっていた(Figs. 1-10,11)。 
また、フェノキサスルホン処理した食用ヒエ培養細胞では、炭素数 20 以上の
VLCFA が大幅に減少しているのに対して、VLCFA の前駆体となる炭素数 18 以下
の脂肪酸が蓄積していた(Table 1-4)。10-5 M のフェノキサスルホン処理した食
用ヒエ培養細胞では、VLCFA (C20:0、C20:1、C22:0、C22:1、C24:0)が無処理区
に対して 25～67%、VLCFA 前駆体(C14:0、C18:0、C18:2、C18:3)が無処理区に対
して 116～171%となっていた(Fig. 1-11)。 
ピロキサスルホン処理したイネ培養細胞及びフェノキサスルホン処理した食
用ヒエ培養細胞では、炭素数 15 のペンタデカン酸(C15:0)が薬剤無処理に対し
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て順に 626%、636%となっており、本脂肪酸の蓄積が最も顕著であった(Tables 
1-3,4、Fig. 1-11)。 
 
植物 VLCFAE 阻害 
ピロキサスルホンは感受性植物であるイネ及びネズミムギの 5 つの連続した
伸長反応を触媒する VLCFAE 活性を低濃度で阻害した(Table 1-5)。ネズミムギ
では C26:0→C28:0、イネでは C20:0→C22:0 に対する阻害活性が最も高く、伸長
反応ごとに薬剤の阻害活性が異なることが分かった。また、植物間で
VLCFAE(C24:0→C26:0)に対する阻害活性を比較すると、対象作物であるコムギ
及びトウモロコシに対する阻害活性は感受性植物に比べて 5～10 倍低くなって
いることから、作物雑草間で VLCFAE のピロキサスルホンに対する感受性が異な
っていた(Table 1-6)。一方、フェノキサスルホンは感受性植物である食用ヒエ
の 2 つの連続した伸長反応を触媒する VLCFAE 活性を低濃度で阻害した(Table 
1-7)。本剤の C22:0→C24:0 及び C24:0→C26:0 に対する阻害活性は同程度であ
った。 
両剤の VLCFAE 阻害剤としての詳細な性質を調べるために、VLCFAE 阻害活性と
酵素と薬剤のプレインキュベーション時間の関係を解析した結果、ピロキサス
ルホンの感受性植物(イネ、ネズミムギ、食用ヒエ)及び対象作物(コムギ、トウ
モロコシ、ダイズ)VLCFAE に対する阻害活性、並びにフェノキサスルホンの食用
ヒエVLCFAEに対する阻害活性はプレインキュベーション時間に依存していない
ことが分かった(Fig. 1-12)。 
 
イネ茎葉部、培養細胞中の脂肪酸含有量の培養細胞との比較 
イネ茎葉部には、培養細胞では比較的量が少ない C26:0 及び C28:0、並びに
C30:0 など炭素鎖の長い VLCFA が多く含まれているのに対して、培養細胞に多く
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含まれる C20:1 及び C22:1 が殆ど含まれておらず(Fig. 1-13)、部位及び組織間
で脂肪酸の分布割合が大きく異なることが分かった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Table 1-1. Inhibition of shoot growth of  plants by pyroxasulfone
(a)The molar concentrations required for 50% inhibition of 
shoot growth of plants by pyroxasulfone were calculated 
by the probit method.
Plant EC50 (μM) a)
Italian ryegrass 0.041
Barnyard millet 0.030
Rice 0.025
Wheat 3.8
Corn > 10
22
Plant EC50 (μM) a)
Late watergrass 0.030
Barnyard millet 0.043
(a)The molar concentrations required for 50% 
inhibition of shoot growth of plants by fenoxasulfone 
were calculated by the probit method.
Table 1-2. Inhibition of shoot growth of  plants by fenoxasulfone
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Fatty acid
Content (μg/g fresh weight)
control
Pyroxasulfone Pyroxasulfone
10-6 M 10-5 M
C14:0 56.8±6.51 84.5±7.67 72.0±14.0
C15:0 22.3±3.49 139±17.3 97.1±14.9
C16:0 1350±213 2000±146 1600±162
C18:0 147±29.4 199±18.4 202.10±19.13
C18:1 1230±245 2070±189 1890±310
C18:2 2810±428 4000±485 2940±420
C18:3 657±86.7 862±111 595±61.8
C20:0 38.9±7.40 16.7±4.59 21.0±2.85
C20:1 79.1±18.5 24.1±1.38 26.5±4.73
C22:0 58.7±11.0 23.9±2.24 24.7±2.80
C22:1 63.6±16.7 30.2±3.22 31.0±7.55
C24:0 79.9±14.8 30.5±5.04 37.5±5.84
Fatty acid
Content (μg/g fresh weight)
control
Pyroxasulfone Pyroxasulfone
10-8 M 10-7 M
C14:0 44.2±8.94 44.8±13.3 46.8±14.0
C15:0 31.6±4.39 32.5±4.91 77.6±9.39
C16:0 1000±70.9 983±142 1266±153
C18:0 90.6±9.70 87.6±15.3 122±16.0
C18:1 861±76.7 902±86.1 1160±131
C18:2 1440±127 1370±211 1770±238
C18:3 341±35.1 355±73.3 507±78.6
C20:0 27.8±4.42 28.3±3.29 21.4±4.25
C20:1 39.5±5.39 38.5±2.88 19.2±2.55
C22:0 38.1±3.62 38.0±4.83 18.3±4.00
C22:1 33.1±3.03 32.2±2.21 15.0±2.13
C24:0 52.2±6.83 45.9±9.73 31.4±6.01
Table 1-3. Effects of pyroxasulfone on fatty acid contents in rice cultured cells 
Each data set is expressed as the mean ±SD of four independent experiments. 
24
Fatty Acid
Content (μg/g Fresh Weight) a)
Fenoxasulfone
0 10-7M 10-6M 10-5M
C14:0 24.6±2.58 25.2±6.15 23.4±4.28 30.3±10.8
C15:0 9.35±1.41 12.6±2.85 32.1±4.59 57.6±9.05
C16:0 810±84.8 765±63.6 820±42.2 743±98.8
C16:1 28.4±4.95 33.0±10.3 32.1±10.3 25.7±9.24
C18:0 17.0±1.75 15.2±2.49 18.5±4.17 29.0±5.21
C18:1 267±35.0 256±29.1 300±28.7 292±46.0
C18:2 1490±138 1470±118 1570±180 1720±157
C18:3 104±9.24 109±12.3 131±12.7 132±23.7
C20:0 43.3±2.28 40.0±3.46 35.8±4.72 15.2±2.36
C20:1 3.75±0.97 2.70±0.86 1.98±0.30 1.58±0.36
C22:0 27.1±3.77 24.4±3.43 20.8±3.19 9.14±1.78
C22:1 n.d. b) n.d. n.d. n.d.
C24:0 75.8±9.31 52.5±9.91 32.8±5.79 18.9±3.06
C24:1 14.3±2.79 15.6±2.30 11.8±3.32 9.51±2.62
C26:0 22.0±3.52 15.4±4.34 7.55±1.06 7.30±1.03
Table 1-4. Effects of fenoxasulfone on fatty acid contents in barnyard millet cultured cells
a) Each data set is expressed as the mean±SD of six independent experiments.
b) Not detected.
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Elongation step
I50 (M) (a)
Enzyme Source
Rice Italian ryegrass
C18:0→C20:0 0.12×10-6 0.57×10-6
C20:0→C22:0 0.07×10-6 0.39×10-6
C22:0→C24:0 0.56×10-6 0.31×10-6
C24:0→C26:0 0.13×10-6 0.31×10-6
C26:0→C28:0 0.11×10-6 0.07×10-6
Table 1-5. Inhibition of VLCFAEs of susceptible plants by pyroxasulfone
(a)The molar concentrations required for 50% inhibition of plant VLCFAEs
by pyroxasulfone, when microsomal fractions were pre-incubated 
with pyroxasulfone for 10 mins,  were calculated by the probit method.
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Enzyme Source I50 (M) (a)
Rice 0.13 X 10-6
Italian ryegrass 0.31 X 10-6
Wheat 4.20 X 10-6
Corn 1.71 X 10-6
Table 1-6. Inhibition of VLCFAEs of plants by pyroxasulfone
(a)The molar concentrations required for 50% inhibition of plant VLCFAE, which catalyzes
the elongation step from C24:0 to C26:0, by pyroxasulfone, when microsomal fractions were 
pre-incubated with pyroxasulfone for 10 mins,  were calculated by the probit method.
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Table 1-7. Inhibition of VLCFAEs of barnyard millet by fenoxasulfone
(a)The molar concentrations required for 50% inhibition of barnyard millet
by fenoxasulfone, when microsomal fractions were pre-incubated with
fenoxasulfone for 10 mins,  were calculated by the probit method.
Elongation step I50(M) (a)
C22:0→C24:0 0.27×10-6
C24:0→C26:0 0.30×10-6
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Fig. 1-1 Chemical structures of pyroxasulfone and fenoxasulfone.
A. Pyroxasulfone (code name, KIH-485)
B. Fenoxasulfone (code name, KIH-1419)
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Barnyard milletItalian ryegrass
Fig. 1-2 Effects of pyroxasulfone on seedling growth of susceptible Italian ryegrass, barnyard millet and rice.
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Fig. 1-3 Effects of pyroxasulfone on seedling growth of tolerant wheat and corn.
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Fig. 1-4 Growth inhibition of plant shoot by pyroxasulfone.
Each data set is expressed as the mean + SD of three to five independent 
experiments. The error bar is only shown on the upper part of the bar chart.
●, Rice; ■, Italian ryegrass; ▲, Barnyard millet; ◆, Wheat; ▼, Corn  
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Fig. 1-5 Effects of fenoxasulfone on seedling growth of susceptible late watergrass and barnyard millet. 
Late watergrass Barnyard millet
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Fig. 1-6 Growth inhibition of plant shoot by fenoxasulfone. 
Each data set is expressed as the mean ± SD of four independent experiments.
●, Late watergrass; ■, Barnyard millet 
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Fig. 1-7 Comparison of  growth inhibition by pyroxasulfone between rice shoots and rice 
cultured cells. Each data set for growth inhibition of rice cultured cells is expressed as the mean 
± SD of three independent experiments. ●, shoot elongation; ▲, cell proliferation of cultured cells 
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Fig. 1-8 Comparison of  growth inhibition by fenoxasulfone between barnyard millet shoots 
and barnyard millet cultured cells. Each data set for growth inhibition of barnyard millet 
cultured cells is expressed as the mean ±SD of three independent experimetns. 
■, shoot elongation; ▲, cell proliferation of cultured cells 
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Fig. 1-9 Gas-chromatographic pattern of fatty acid methyl esters in rice cultured cells.
Each peak identity was shown. 
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Fig. 1-10 Gas-chromatographic pattern of VLCFA methyl esters in control rice cultured cells (A) 
and that treated with 10-6 molar concentration of pyroxasulfone. 
Peak identities are: 1, C20:0; 2, C20:1; 3, C22:0; 4, C22:1; 5, C24:0.
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Fig. 1-11 Relative fatty acids content in rice cultured cells treated with pyroxasulfone
and those in barnyard millet cultured cells treated with fenoxasulfone. Relative fatty acid contents in 
rice cultured cells treated with pyroxasulfone and those in barnyard millet cultured treated with 
fenoxasulfone were shown. 
(a), Contents of C16:1, C24:1, C26:0 in rice cultured cells were not determined and that of C22:1 in 
barnyard millet cultured cells was not detected.
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Fig. 1-12 Effects of pre-incubation periods on inhibition of VLCFAE activities in etiolated plant seedlings 
by pyroxasulfone (A) and fenoxasulfone (B). 
Each data set is expressed as the mean±SD of four independent experiments. Inhibitions of VLCFAE 
activities, which catalyzes the elongation step from C24:0 to C26:0, at different pre-incubation periods 
using microsomal fraction of plants by 10-6 molar concentration of isoxazoline-type herbicides were shown.
The patterns of bar graph show the pre-incubation periods as follows :
, 0 min;     , 5 min;    , 10 min;     , 20 min;    , 30min
40
050
100
C20:0 C20:1 C22:0 C22:1 C24:0 C24:1 C26:0 C28:0 C30:0C20:0 C22:0 C24:0 C26:0 C28:0 C30:0C22:1C20:1 C24:1
N.D.
Shoots
Cells
F
a
t
t
y
 
a
c
i
d
 
c
o
n
t
e
n
t
 
(

g
/
g
 
o
f
 
f
r
e
s
h
 
w
e
i
g
h
t
)
0
100
50
Fig. 1-13. Comparison of the VLCFAs content between rice shoots and rice cultured cells.
Each data set is expressed as the mean ± SD of three independent experiments. 
N.D., not detected.
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考察 
 
 本章では両イソキサゾリン系除草剤の作用機構を解析した結果、ピロキサス
ルホン及びフェノキサスルホンの主作用点はVLCFAEであることを明らかにする
と同時に、標的酵素阻害機構等に関する新しい知見を得た。 
対象雑草の両イソキサゾリン系除草剤に対する感受性から、ピロキサスルホ
ン及びフェノキサスルホンは高い生育阻害活性を有することが明らかになった。
一方で、対象作物のピロキサスルホンに対する感受性は対象雑草に比べて低く、
本剤は作物雑草間で生理的な選択性を有していることが示唆された。イネのピ
ロキサスルホン感受性及び食用ヒエのフェノキサスルホン感受性は各々の対象
雑草と同等であることから、ピロキサスルホンではイネ、フェノキサスルホン
では食用ヒエを感受性植物として利用できると考えられた。作用機構に関して
は、薬剤処理された感受性植物には、出すくみ、生育抑制といった作用症状が
認められたことから、両剤は VLCFAE 阻害剤である可能性が高いと考えられた。 
一方で、イネ培養細胞及び食用ヒエ培養細胞のピロキサスルホン及びフェノ
キサスルホンに対する感受性は各々の植物体に比べて極めて低いことが分かっ
た。この植物体及び培養細胞の薬剤感受性の違いから、ワックス層が発達して
いない培養細胞では、仮に VLCFAE が阻害されると、細胞膜に存在するスフィン
ゴ脂質の生合成が阻害され、VLCFA の前駆体が蓄積してくると考えられた。従っ
て、植物体の生育を強く阻害し、かつ培養細胞の増殖阻害に影響を及ぼさない
濃度で試験を行えば、de novo 合成される VLCFA への薬剤の影響を調べることが
可能であると考えられた。言い換えれば、培養細胞を用いることで、放射性標
識化合物を使用することなく VLCFA の de novo 合成に及ぼす両剤の影響を解析
できると考えた。 
ピロキサスルホン処理したイネ培養細胞及びフェノキサスルホン処理した食
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用ヒエ培養細胞において、VLCFA の減少及び VLCFA 前駆体の蓄積が確認されたこ
とから、両剤は VLCFA 生合成経路を阻害していることが示唆された。また、蓄
積した VLCFA 前駆体の中で、炭素数 15 の脂肪酸(ペンタデカン酸)の蓄積が最も
顕著であった。この点に関しては、VLCFAE はパルミチン酸(C16:0)からステアリ
ン酸(C18:0)の伸長反応を触媒する活性も有しており、両剤によって C16:0→
C18:0 の伸長反応を触媒する VLCFAE 活性も阻害されていると考えられた。ペン
タデカン酸はVLCFAE阻害により蓄積するパルミチン酸が脱炭酸されることで生
じると推定されることから、ペンタデカン酸の顕著な蓄積は、小胞体での VLCFA
生合成の主要な出発物質はパルミチン酸であることを示していると考えられた。 
ピロキサスルホン及びフェノキサスルホンは感受性植物であるイネ、ネズミ
ムギ及び食用ヒエにおいて、複数の伸長反応を触媒する VLCFAE 活性をいずれも
低濃度で阻害したことから、両イソキサゾリン系除草剤の主作用点は VLCFAE で
あり、HRAC[34]では K3 グループに分類されることが示唆された。また、ピロキ
サスルホンの感受性植物及び対象作物 VLCFAE(C24:0→C26:0)に対する阻害活性
を比較すると、後者は前者に比べて低いことから、作用点である VLCFAE の感受
性差が作物雑草間のピロキサスルホンの選択性の一要因であることが分かった。
なお、VLCFAE 阻害型除草剤に関して、標的酵素の感受性差が選択性に関わる要
因となっていることを明らかにしたのは本研究が初めてである。 
一方、ピロキサスルホン及びフェノキサスルホンのネズミムギ及び食用ヒエ
に対する生育阻害50%濃度(EC50値)と VLCFAE(C24:0→C26:0)に対する阻害 50%濃
度(I50値)を比較すると、後者は前者に比べて約 10 倍弱くなっている。これに関
しては、VLCFA 生合成系のような連続反応を阻害する薬剤は相乗効果を示すこと
が分かっていることから、両イソキサゾリン系除草剤の高い生育阻害活性は
VLCFA 生合成系の阻害による相乗効果[62]を反映していると考えられた。つまり、
薬剤がある伸長反応を阻害することにより、その次の伸長反応において基質と
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なる生成物の量が減少する。それにより、次の伸長反応に対する阻害は直前の
伸長反応に対する阻害の影響を受け、単独反応阻害の場合に比べてさらに強く
なると考えられる。従って、1つの伸長反応に対する阻害は、それ以降の全ての
伸長反応に対して影響を与え、VLCFA 生合成系全体に対して相乗的な作用を示す
ことになる。 
従来のVLCFAE阻害型除草剤は分子内に求電子性が高い炭素原子を有している
ことから、阻害機構は薬剤と VLCFAE 活性中心のシステイン SH 基との求核置換
反応による不可逆阻害と推定されており、そのような場合には阻害活性はプレ
インキュベーション時間依存的に強くなる[17,25,35]。しかしながら、ピロキ
サスルホンの感受性植物及び対象作物のVLCFAEに対する阻害活性及びフェノキ
サスルホンの食用ヒエのVLCFAEに対する阻害活性は酵素と薬剤のプレインキュ
ベーション時間に非依存的であり、可逆的に VLCFAE を阻害していることが明ら
かになった。従って、ピロキサスルホン及びフェノキサスルホンの可逆的な阻
害様式は従来の知見とは異なるVLCFAE阻害機構を提示しているものと考えられ
た。しかし、植物の小胞体には複数の VLCFAE が存在しており、一つの伸長反応
を複数の酵素が触媒していることから[26,27,30,32]、本章で述べた VLCFAE 阻
害はそれらの酵素活性の総和に対するものと考えられた。 
1 つの植物種に複数の VLCFAE の分子種が存在していることを考慮すると、イ
ネ茎葉部及び培養細胞中の脂肪酸含有量の違いは、部位及び組織特異的に異な
る分子種の VLCFAE が機能していることを示唆しており、イネ及びネズミムギ
VLCFAE のピロキサスルホンに対する感受性に幅があるのは、VLCFAE の分子種に
よってピロキサスルホンに対する感受性に違いがあることを示していると考え
られた。また、両イソキサゾリン系除草剤は感受性雑草の複数の伸長反応を触
媒する VLCFAE 活性を低濃度で阻害したことから、植物に存在する多くの VLCFAE
の分子種を阻害していると推察された。 
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 以上述べたように、両イソキサゾリン系除草剤が VLCFAE を主作用点としてい
ることから、植物体及び植物培養細胞の両剤に対する感受性の違いについて、
以下のように推察した。 
植物体の最表層にはエピクチクラなどのワックス層があり、これらの組織は
外的環境への防御だけでなく、植物体の形態を維持する重要な役割を担ってい
る[24,33]。イネ茎葉部及び培養細胞の脂肪酸含有量の違いから示されているよ
うに、炭素数 26 以上の VLCFA がそれらのワックス層の重要な構成成分であると
考えられる。ピロキサスルホン及びフェノキサスルホン処理した植物体では、
両剤の VLCFAE 活性阻害により、ワックス層などの組織を形成するために不可欠
な VLCFA が不足あるいは欠如すると考えられる。従って、植物体は死に至る一
方で、培養細胞にはそのような組織が無いために致死的な影響を受けていない
と考えられた。 
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第 2 章 イソキサゾリン系除草剤の単一の植物 VLCFAE 阻害 
 
第 1 章では、イソキサゾリン系除草剤のピロキサスルホン及びフェノキサス
ルホンの VLCFA 生合成系への影響及び黄化幼苗から調製したミクロソーム画分
の VLCFAE 阻害活性を検討し、両剤の主作用点は VLCFAE であり、HRAC において
K3 グループに分類されることを明らかにした。また、VLCFAE の感受性の違いが
ピロキサスルホンの作物雑草間の選択性の一要因であることを示した。 
VLCFAE 阻害活性及び生育阻害活性を比較した場合、後者は前者に比べてより
大きくなっていた。この要因としては標的部位が連続反応から成る VLCFA 生合
成系であることから、連続反応阻害による相乗効果を反映しているものと推察
された。 
両薬剤の黄化幼植物から調製した VLCFAE に対する阻害活性は、酵素と薬剤の
プレインキュベ―ション時間に依存していないことから、可逆的に VLCFAE を阻
害していることが示唆された。この可逆的な阻害様式は従来の VLCFAE 阻害型除
草剤であるクロロアセトアミド系化合物が VLCFAE 活性中心のシステイン SH 基
と薬剤との求核置換反応により不可逆的にVLCFAEを阻害するという概念とは異
なる新しい VLCFAE 阻害機構を提示しているものと考えられた。 
しかしながら、黄化幼植物から調製したミクロソーム画分には多くの VLCFAE
の分子種が存在しており、可逆的に阻害することが示された VLCFAE 活性は複数
の酵素活性の総和に対するものと考えられた。そこで、本章では、両剤の VLCFAE
阻害剤としての詳細な性質を解析するために、単一の植物 VLCFAE に対する検定
系を構築し、それらの VLCFAE に対する両剤の阻害を調べた。 
 
材料及び方法 
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使用薬剤 
 ピロキサスルホン及びフェノキサスルホンは 10-2 M のアセトン溶液を調製し、
適宜アセトンで希釈して培地中に添加し、培地中のアセトン濃度は 0.1～1%とし
た。 
 
供試植物 
 イネ(日本晴)、シロイヌナズナ(エコタイプ コロンビア)を用いた。 
 
シロイヌナズナ生育阻害試験 
1 L ビーカーにムラシゲ・スクーグ培地用混合塩類(MS 無機塩)を 1袋、30 mg/ml
のチアミン塩酸塩を 100 μl、5 mg/ml のピリドキシン塩酸塩を 100 μl、5 mg
のニコチン酸、10 g のスクロース、1 μl の PPM、30 g のショ糖(スクロース)
を加え、pH を 5.7 に調製して 1 L にメスアップした後、8 g(0.8%)の Agar を加
えてオートクレーブした。この溶液を室温まで冷やして所定濃度のピロキサス
ルホン及びフェノキサスルホンのアセトン溶液を 1 ml 添加し、よく混合した後、
角 2 プレートに 30 ml ずつ分注して培地を作成した。全ての培地は最終アセト
ン濃度が 1%となるように作成し、比較対象としてアセトン 1%含有培地での野生
型シロイヌナズナ植物体の生育をコントロールとした。シロイヌナズナ植物体
の薬剤感受性試験は必要量のシロイヌナズナ(約 1000 粒で約 20 mg)の乾燥種子
を 70%エタノール中で 2分、0.02% Triton-X-100 を含む次亜塩素酸中で 15 分攪
拌し、滅菌水で 10 回洗浄した。種子をオートクレーブした 0.1%寒天溶液 10 ml
に懸濁させ、よく混合して均一にした。その懸濁液を選抜培地表面に 1 ml の種
子の懸濁液を均一になるように広げてクリーンベンチ内で 30 分～1 時間乾かし
た。その後、ノビックスあるいはサージカルテープでシールして、4℃で 1～2
日間放置した後、22℃に移して 12 日間発芽させた。薬剤の阻害は茎葉部の草丈
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を測定して薬剤無添加区に対する生育阻害率を算出することで定量化した。 
 
シロイヌナズナ VLCFAE に対する検定系の構築 
1.シロイヌナズナ FAE1 遺伝子の酵母へのクローニングと FAE1 発現誘導 
Total RNA はシロイヌナズナ茎葉部から Qiagen 社の RNeasy Plant Mini Kit
を用いて調製し、Roche Applied Science 社の Transcriptor First-Strand cDNA 
Synthesis Kit により逆転写反応を行い、cDNA を合成した。逆転写反応は全 100 
μ l(30 μ l の  Total RNA 、 5 μ l の Oligo[dT]primer 、 30 μ l の               
Water(PCR grade)、20 μl の 5×Transcriptor Reverse Transcriptase Reaction 
Buffer、2.5 μlのProtector RNase Inhibitor、10 μlのDeoxynucleotide Mix、 
2.5 μlの Transcriptor Reverse Transcriptase)の系で行った。反応前に、Total 
RNA,、oligo[dT]primer、Water(PCR grade)の mixture を 65℃で 10 min プレイ
ンキュベートした後、55℃で 30 分間の逆転写反応後、85℃で 5分間熱処理する
ことで酵素を失活させた。 
シロイヌナズナFAE1遺伝子はcDNAを用いてNEW ENGLAND BioLabs社のPhusion 
High Fidelity DNA Polymerase により増幅した。FAE1 遺伝子全長の増幅にはセ
ンスプライマー(5'-AAAAAAGGTACCATGACGTCCGTTAAGGTTAAGC-3')、アンチセンス
プライマー (5'-AAAAAACTCGAGGGACCGACCGTTTTGGACATGA-3')を用いた。PCR 反応
は、98℃で 5分の後、98℃で 30 秒、58℃で 30 秒、72℃で 1分を 40 サイクル行
い、最終伸長反応は 72℃で 7 分行った。PCR 反応は全 100 μl(5 μl の cDNA、
20 μl の 5×Phusion HF Reaction Buffer、8 μl の 2.5 mM dNTPs mixture、1 
μl の 25 pmol センスプライマー、1 μl の 25 pmol アンチセンスプライマー、
1 μl の Phusion DNA Polymerase、61 μl の滅菌水、 3 μl のジメチルスルホ
キシド)の系で行った。PCR 産物は KpnI 及び XhoI(Takara Bio 社)により消化し、
Takara Bio 社の DNA Ligation Mighty Mix で既に KpnI 及び XhoI により消化し
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た出芽酵母タンパク質発現用ベクターであるpYES2/CTベクター(Invitrogen社)
にライゲーションした。得られたプラスミドを酢酸リチウム法[63]で出芽酵母
(INVSc1 株)に導入した。ウラシルを含まず、グルコースを炭素源とする最小完
全固体培地[SCM(Glc)-Ura]において、形質転換体を選抜した。得られた FAE1 遺
伝子導入酵母をつまようじで少量採り、液体[SCM(Glc)-Ura]培地に植菌して
27℃、200 rpm で 20 時間培養した。その培養液の OD600を測定して初期 OD600=0. 40
とするのに必要量の前培養液を遠心用チューブに移し、室温で遠心後、上澄み
液を除去して菌体を滅菌水で 2 回洗浄した。洗浄した菌体をガラクトースを炭
素源とする 1 L の液体[SCM(Gal)-Ura]培地に懸濁させ、27℃で 16 時間、200 rpm
で振とう培養してタンパク質発現誘導を行った後、培養液を 4℃、2,500×g で
遠心して集菌し、菌体を滅菌水で 2回洗浄して-80℃で保存した。 
 
2.FAE1 遺伝子導入酵母の脂肪酸分析 
FAE1 遺伝子を導入した酵母及び空の pYES2/CT ベクターを導入した酵母中の
VLCFA含有量は第1章に記載したイネ及び食用ヒエ培養細胞からの脂肪酸抽出及
び脂肪酸の分析定量に従って行った。 
 
3.シロイヌナズナ FAE1 導入酵母からのミクロソーム画分の調製 
以下の操作は全て4℃以下で行った。集菌した酵母1 g当たり1 mlのIsolation 
Buffer[320 mM Sucrose、5 mM EDTA(カリウム塩)、10 mM KCl、2 mM DTT を含む
HEPES/KOH buffer (80 mM, pH 7.2)]に懸濁させ、Isolation Buffer の 5 倍量の
ガラスビーズを懸濁液に添加した懸濁液を専用の容器に移し、ビー・ブラウン
社の MSK セルホモジナイザーを用いて、液化炭酸ガスを噴霧して冷却しながら
酵母の細胞壁を破砕した。その懸濁液をガラスビーズも含めて遠心用チューブ
に移し、1,000×g で 15 分間遠心した後、上清を回収して 15,000×g で 20 分間
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遠心した。その上清を 100,000×g で 60 分間遠心して得たミクロソーム画分に
Isolation Buffer を加えて再度 100,000×g で 60 分間遠心してミクロソームを
得た。得られたミクロソーム画分に1.5 mlのSuspension Buffer[320 mM Sucrose、
5 mM EDTA(カリウム塩)、10 mM KCl、2 mM DTT、0.1%(v/v) Triton X-100 を含
む HEPES/KOH buffer (80mM, pH 7.2)]を添加して、テフロンホモジナイザーに
よりミクロソームを破砕して均一の溶液とし、エッペンドルフチューブに 50 μ
l ずつ分注して-80℃で保存した。タンパク質濃度は BSA を基準物質としたブラ
ッドフォード法により定量した。 
 
4.ウェスタンブロットによる FAE1 タンパク質の発現解析 
ウェスタンブロット解析では、Qiagen 社の 6×His Protein Ladder を分子量
マーカー、一次抗体として Qiagen 社の Penta-His Antibody(BSA free)、二次抗
体として Sigma 社の Anti mouse IgG(whole molecule)HRP conjugate、検出試薬
として GE Healthcare 社の ECL Advance Western Blotting Detection kit、ATTO
社の PVDF膜を用いた。ウェスタンブロット解析はセミドライ法[64]により行い、
以下に詳細を記載した。 
上記 3 で調製したミクロソーム画分の内、10 μg を供試し、定電流 20 mA で
80 分泳動した後、ホライズブロットを用い、バッファー系には EzBlot を使用
して 153 mA 定電流で 30 分間ゲルを PVDF 膜にブロッティングした。ブロッテ
ィングした PVDF 膜を 2% ECL Advance Blocking Agent を含む TBS-T(pH 7.6、
20 mM Tris、137 mM NaCl、0.1% Tween20)に浸し、室温で 1 時間振盪してブロ
ッキングした後、PVDF 膜を TBS-T で洗浄 (2 分×2、5分×1)した。洗浄後の PVDF
膜を 2% ECL Advance Blocking Agent を含む TBS-T で 50,000 倍希釈した 
Penta-His Antibody(BSA-free)に浸し、室温で 1 時間振盪して一次抗体反応を
行った後、PVDF 膜を TBS-T で洗浄(2 分×2、15 分×1、5分×3)した。洗浄後の
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PVDF 膜を 2% ECL Advance Blocking Agent を含む TBS-T で 200,000 倍希釈し
た Anti-Mouse IgG(whole molecule) HRP conjugate に浸し、室温で 1 時間振
盪して二次抗体反応を行った PVDF 膜を TBS-T で洗浄(2 分×2、15 分×1、5分×
3)した。洗浄後の PVDF 膜に ECL Advance Western Blotting Detection Kit の
検出試薬をかけ、5分静置した後、ATTO 社の Light-Capture で蛍光を検出した。 
 
FAE1 阻害活性試験 
VLCFAE 活性は基質である[2-14C]Malonyl-CoA の前駆体(Acyl-CoA)への取り込
み 量 に よ り 求 め た 。 Oleoyl-CoA(C18:1) は Sigma-Aldrich 社 、
[2-14C]Malonyl-CoA(1.85-2.04 GBq/mmol)は American Radiolabeled Chemicals 
社から購入した。20 mM NADH 5 μl、20 mM NADPH 5 μl、2 mM Oleoyl-CoA 5 μ
l、DW 22 μl、ミクロソーム 10 μl、アセトンあるいはピロキサスルホン及び
フェノキサスルホンのアセトン溶液あるいはカフェンストロールのアセトン溶
液 3 μl を加えて所定時間 30℃でプレインキュベーションした後、50 μM 
[2-14C]Malonyl-CoA 10 μlを添加して、30℃で90分間酵素反応を行った。なお、
プレインキュベーション 0分の場合は最初に 50 μM [2-14C]Malonyl-CoA 10 μl
を加えた反応系にミクロソームを添加して酵素反応を行い、以降は第 1 章に記
載した VLCFAE 阻害試験の実験方法に従った。なお、出芽酵母ミクロソーム中に
は内在性 VLCFAE である ELO2 及び ELO3[65-67]が含まれていることから、本試験
では FAE1 由来の酵素活性のみを完全に阻害する 10-4 M のカフェンストロール
[32]で 30 分プレインキュベーションした反応区を陰性対照区とした。 
 
推定イネ VLCFAE 遺伝子の検索及び疎水性プロットによる膜貫通部位の解析 
既知のシロイヌナズナ(Arabidopsis thaliana) VLCFAE である FAE1(fatty 
acid elongase, At4g34520)、 KCS1(At1gO1120)、Fiddlehead(At2g26250)、
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At5g43760、At1gO4220全長のアミノ酸配列を基に､DDBJ (DNA Data Bank of Japan、
国立遺伝学研究所日本データバンク)で blastp 検索 [68]を行った。検索された
配列の内、イネの配列のみを拾い上げて整理し、DAS transmembrane prediction 
server[69]を用いて各々の遺伝子がコードするタンパク質の膜貫通部位の有無
を調べた。 
 
マイクロアレイによる推定イネ VLCFAE 遺伝子の発現解析 
Agilent 社の Rice  44 k オリゴマイクロアレイを用いて、イネ茎葉部及び根
部、並びに培養細胞中の推定イネ VLCFAE 遺伝子の発現解析を行った。温室で 10 
cm 程に生育したイネ植物体及び 27℃で 8 日間液体培養したイネ培養細胞から
Qiagen 社の RNeasy Plant Mini Kit を用いて Total RNA を調製した。Total RNA
の濃度は Nanodrop 社の Nanodrop ND-1000 spectrophotometer を用いて測定し、
各 RNA の品質は Agilent 社の 2100 Bioanalyzer で確認した。ラベル化した cRNA
は 400 ng のトータル RNA を用いて Agilent 社の Low RNA Input Linear 
Amplification Kit でプロトコールに従い、合成した。2色法のハイブリダイゼ
ーションでは、Cy3 及び Cy5 でラベル化された 825 ng の cRNA を用い、2色法の
ハイブリダイゼーション用の溶液は Agilent 社の in situ Hybridization Kit 
Plus により調製した。ハイブリダイゼーション及び洗浄はプロトコールに従っ
て行い、スライドイメージは Agilent 社の DNA microarray scanner G2505B で
スキャンした。イメージ結果は Agilent 社の Feature Extraction version 7.1 
software を用い、Cy3 及び Cy5 のシグナル強度で補正した各々のプローブに対
するシグナルを得た。 
 
イネ VLCFAE に対する検定系の構築 
1.出芽酵母を用いた発現系の構築 
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1-1.推定イネ VLCFAE 遺伝子の酵母へのクローニングと発現誘導 
 Total RNA はイネ茎葉部から調製した。cDNA 合成及び PCR による推定イネ
VLCFAE 遺伝子(Q6Z6C7, Q69X62, Q10PV5, Q8H7Z0, Q5Z7E7, Q5Z6S3)全長の増幅
はシロイヌナズナ FAE1 遺伝子の酵母へのクローニングと FAE1 発現誘導に記載
した方法に従い行った。推定イネ VLCFAE 遺伝子全長を増幅させる際の PCR 反応
に お い て 、 Q6Z6C7 で は 、 セ ン ス プ ラ イ マ ー
(5’-AAAAAAAAGCTTATGGACAACAACGCCGAGGCA-3’) 、 ア ン チ セ ン ス プ ラ イ マ ー
(5’-AAAAAATCTAGAGTCGGTTGAAATCCTGGACA-3’)、Q8H7Z0 では、センスプライマー
(5’-AAAAAAAAGCTTATGGACAGCAGGGAGTTG-3’) 、 ア ン チ セ ン ス プ ラ イ マ ー
(5’-AAAAAATCTAGATTCCGGTCGTACGTGCGA-3’)、Q10PV5 では、センスプライマー
(5’-AAAAAAAAGCTTATGCCGGGGGCGGCGGGGTAC-3’) 、 ア ン チ セ ン ス プ ラ イ マ ー
(5’-AAAAAATCTAGACAGCTTGACGACCTCCGGGATGT-3’)、Q69X62 では、センスプライマ
ー (5’-AAAAAAAAGCTTATGGAGACCTCGGCGGCG-3’) 、 ア ン チ セ ン ス プ ラ イ マ ー
(5’-AAAAAATCTAGATGCATTTCCAACCTTTGATATCT-3’)、Q5Z7E7 では、センスプライマ
ー (5’-AAAAAAAAGCTTTTGCTGATCGGAGCCATT-3’) 、 ア ン チ セ ン ス プ ラ イ マ ー
(5’-AAAAAATCTAGAGTGCTTGAGCACCTC-3’) 、 Q5Z6S3 では、センスプライマー             
(5’-AAAAAAAAGCTTATGAGTATGGCTGCACGTTTTCT-3’)、アンチセンスプライマー
(5’-AAAAAATCTAGAGTGCTTGAGCACGTCGGGAATGT-3’)を用いた。PCR 産物は HindIII 及
び XbaI により消化し、既に HindIII 及び XbaI 消化した pYES2/CT ベクターにラ
イゲーションした。以降のプラスミドの出芽酵母への導入、タンパク質の発現
誘導はシロイヌナズナ FAE1 遺伝子の酵母へのクローニングと FAE1 発現誘導に
記載した方法に従い行った。 
 
1-2. 推定イネ VLCFAE 遺伝子導入酵母の脂肪酸分析 
FAE1 遺伝子導入酵母の脂肪酸分析に記載した方法に従い行った。 
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1-3. 推定イネ VLCFAE 遺伝子導入酵母からのミクロソーム画分の調製 
FAE1 遺伝子導入酵母からのミクロソーム画分の調製に記載した方法に従い行
った。 
 
1-4.ウェスタンブロットによる推定イネ VLCFAE タンパク質の発現解析 
ウェスタンブロットによるFAE1タンパク質の発現解析に記載した方法に従い
行った。 
 
2.イネ培養細胞を用いた発現系の構築 
2-1.イネ Q6F365 遺伝子を導入したイネ形質転換用ベクターの作成 
 イネ Q6F365 遺伝子はゲノム DNA を鋳型とし、Phusion DNA High Fidelity DNA 
Polymerase を用いた PCR により増幅した。その際には、センスプライマー
(5'-AAAAAATCTAGATGTTTGCTGCTTGCCATGGCCGA-3')、アンチセンスプライマー  
(5'-AAAAAACTTAAGTCATATGGCCGACACC-3')を用いた。PCR反応は、98℃で5分の後、
98℃で 30 秒、58℃で 30 秒、72℃で 1分を 40 サイクル行い、最終伸長反応は 72℃
で 7分行った。得られた PCR 産物は AflII(New ENGLAND BioLabs)で消化後、T4 DNA 
Polymerase(Takara Bio)で平滑化し、XbaI(Takara Bio)で消化した。ベクター
としては、目的遺伝子をドライブするカルス特異的プロモーター(CSP)[70]と
NOS ターミネーターがマルチクローニングサイト(MCS)に挿入された改良型の
R-4 ベクター[71]を SacI(Takara Bio)で消化後、T4 DNA Polymerase(Takara Bio)
で平滑化した後に、XbaI(Takara Bio)で消化した。インサート及びベクターを
用いて、DNA Ligation Kit(Takara Bio)により目的とするコンストラクトを導
入したバイナリーベクターを作成し、大腸菌 HST02 株(Takara Bio)を形質転換
した。形質転換反応溶液を選抜固体 LB/Spe(スぺクチノマイシン)培地に塗布し
55 
 
て終夜 37℃で培養し、選抜培地で生育したコロニーを鋳型とした PCR を行い、
目的とするプラスミドが導入されたコロニーを選んだ。それらのコロニーを液
体 LB/Amp(アンピシリン)に植菌して 37℃で終夜培養し、菌体から QIAGEN 社の
QIAprep Spin Miniprep Kit を用いてプロトコールに従ってプラスミドを調製し
た。 
 
2-2. シークエンス解析 
 AB Applied Biosystems 社の Big Dye Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit
を用いてシークエンス反応を行った後、GE Healthcare 社の illustraTM AutoSeqTM 
G-50 Dye Terminator Removal Kit を用いて反応液を精製し、R-4 ベクターに挿
入したイネ Q6F365 遺伝子全長とベクター上の挿入部位を確認した。シークエン
ス反応は全 10 μl(6.5 μl のプラスミド、1 μl の dilution buffer、0.5 μl
の 3.2 pmol のプライマー、2 μl の pre-mix)の系で行った。反応は 96℃で 5分
の後、96℃で 10 秒、50℃で 5 秒、60℃で 4 分を 40 サイクル行い、最終伸長反
応は 60℃で 7分行った。シークエンス反応には、5’-TGTGGCAAAACCTCCAGTAC-3’ (セン
ス プ ラ イ マ ー ) 、 5’-TGAGGAAGTAGGCGGT-3’ ( ア ン チ セ ン ス プ ラ イ マ ー ) 、
5’-AGGCGGTGCTCAACAT-3’ (センスプライマー)、 5’-GTACATGACCATCTCGGCCT-3’ (アンチセンス
プライマー)、5’-ATCTCCATCGACCTCGCCA-3’ (センスプライマー)、5’-TACGTGTTGGGGTACACCTG-3’ 
(アンチセンスプライマー )、 5’-TGTCCAAGGACCTGATGG-3’ (センスプライマー )、
5’-CGTGGTGATGTTGGTCTTGA-3’ (アンチセンスプライマー)を用いた。 
 
2-3.イネ形質転換及び Q6F365 タンパク質の発現 
得られたバイナリーベクター及び空の R-4 ベクターをエレクトロポレーショ
ン法でアグロバクテリウム(EHA105)に導入した。アグロバクテリウム法により
プラスミドをイネ培養細胞に導入した後、ビスピリバックナトリウム塩
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(BS)[72]で選抜した。BS 選抜された Q6F365 遺伝子を導入したイネ培養細胞及び
比較対照とした空の R-4 ベクターで形質転換したコントロールのイネ培養細胞
[73]を 0.25 μMの BS[72]を含む液体MS培地(第 1章のイネ培養細胞に対する増
殖阻害試験に記載)において、27℃で 2週間培養した後に回収した。 
 
2-4.形質転換イネ培養細胞の脂肪酸分析 
第 1 章に記載したイネ及び食用ヒエ培養細胞からの脂肪酸抽出及び脂肪酸の
分析定量に従って行った。 
 
2-5.形質転換イネ培養細胞のミクロソーム画分の調製 
以降の操作は 4℃以下で行った。冷却した 60 ml(培養細胞の 3倍量)の 320 mM
ショ糖、10 mM DTT、2 mM EDTA(カリウム塩)、7.5 g(植物試料の 25%)のポリビ
ニルポリピロリドン(PVPP)、30～48 mg(バッファー量の 0.02%)のアジ化ナトリ
ウムを含む HEPES / KOH buffer (100 mM, pH 7.2)、海砂 40 g(培養細胞 2倍量)
を入れた乳鉢にイネ培養細胞(約 20 g)を加えて、乳鉢で穏やかに培養細胞を破
砕した。その懸濁液をナイロンメッシュで濾過して遠心用チューブに回収し、
1,000×g で 15 分間遠心した上清を 15,000×g で 20 分間遠心した。その上澄み
を 100,000×g で 60 分間遠心した上清を捨て、得られたミクロソームを 15 ml
の 320 mM ショ糖、1 mM DTT を含む HEPES / KOH buffer (100 mM, pH 7.2)に懸
濁させて、100,000×g で 60 分間遠心してミクロソームを洗浄した。その上清を
捨てて 2.5 ml の 0.1% Triton-X-100、1 mM DTT、1 mM MgCl2を含む HEPES / KOH 
buffer (100 mM, pH 7.2)を加え、テフロンホモジナイザーで破砕して均一な懸
濁液とし、100 μl ずつエッペンドルフチューブに分注して-80℃に保存した。
タンパク質量は BSA を基準としたブラッドフォード法に従って定量した。 
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2-6.RT-PCR によるイネ Q6F365 遺伝子の発現解析 
 空ベクターで形質転換したイネ培養細胞及びQ6F365遺伝子を導入したイネ培
養細胞から Total RNA を調製し、逆転写反応はシロイヌナズナ FAE1 遺伝子の酵
母へのクローニングと FAE1 発現誘導に記載した方法に従い、cDNA を合成した。
RT-PCR 反応では、センスプライマー(5'-GCAGGTTATACAGAGAAGGC-3')、アンチセ
ンスプライマー(5'-TAGTGGTACCCCAGCTT-3')を用い、CSP の 3'末端付近から、
Q6F365 の ORF の 5'付近を増幅した。本試験では、空ベクターで形質転換したイ
ネ培養細胞及び Q6F365 遺伝子を導入したイネ培養細胞の cDNA 及び total RNA
を鋳型として PCR 反応を行った。 
 
2-7.リアルタイム RT-PCR によるイネ Q6F365 遺伝子の発現解析 
リアルタイム PCR には上記 2-6 で調製した total RNA を用い、濃度は NanoDrop 
Technologies 社の NanoDrop ND-1000 spectrometer で測定した。逆転写反応は
Takara Bio 社の PrimeScript RT Reagent Kit (Perfect Real Time)を用いて 10 
μl の反応系(500 ng の total RNA、 0.5 μl の 100 μM random hexamer、0.5  
μl の 50 μM オリゴ dT プライマー、2 μl の 5×PrimeScript Buffer、0.5 μl 
の PrimeScript RT Enzyme Mix I、RNase-free H2O)で行った。初めに 37℃で 15
分逆転写反応をした後、5 秒間 85℃にすることで逆転写酵素を失活させた。リ
アルタイム PCR は Thermal Cycler Dice Real Time System TP800 (Takara Bio)
で行った。反応は 25 μl の反応系(2 μl の cDNA、0.2 μl の 50 pmol/μl の
センスプライマー、0.2 μl の 50 pmol/μl のアンチセンスプライマー、12.5 μl
の 2× SYBR Premix Ex Taq II、滅菌水)で行った。増幅は 95℃で 30 秒間イン
キュベートした後、95℃で 5秒間、60℃ で 30 秒間を 40サイクル行った。 Q6F365
遺伝子の増幅にはセンスプライマー(5'-CAAGGGGCGGATCAAGAAG-3')、 アンチセ
ンスプライマー(5'-CCACGGGTTGGTGAAGTTG-3')、β-アクチン遺伝子の増幅には
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(センスプライマー(5'-CCCAAGAATGCTAAGCCAAGAG-3')、 アンチセンスプライマ
ー(5'-TGATAACAGATAGGCCGGTTGAA-3')を用いた。β-アクチン遺伝子増幅に用い
たセンスプライマー及びQ6F365遺伝子増幅に用いたアンチセンスプライマーは
各々の遺伝子の 5'-非翻訳領域に設計した。イネのβ-アクチン遺伝子を内部標
準(ハウスキーピング遺伝子)として用い、データ解析は Thermal Cycler Dice 
Real Time System TP800(Takara Bio 社)で行った。 
 
2-8.イネ形質転換培養細胞中の VLCFAE 活性 
基 質 と し て Stearoyl-CoA(C18:0-CoA) 、 Oleoyl-CoA(C18:1-CoA), 
Arachidoyl-CoA(C20:0-CoA) 、  Behenoyl-CoA(C22:0-CoA) 、 
Lignoceroyl-CoA(C24:0-CoA)を用いて、酵素反応を 30℃で 90 分行い、VLCFAE
活性は第 1章の VLCFAE 阻害試験に記載した方法で解析した。なお、本試験では、
空ベクターを導入したイネ培養細胞及びQ6F365遺伝子を導入したイネ培養細胞
から調製したミクロソーム画分を用いた。 
 
2-9. イネ Q6F365 阻害試験 
リコンビナント Q6F365 タンパク質に対する阻害試験は、酵素反応を 60 分行
った以外は第 1 章に記載した方法に従って行った。なお、本試験では、結果に
記載した理由により、空ベクターを導入したイネ培養細胞及び Q6F365 遺伝子を
導入したイネ培養細胞から調製したミクロソーム画分を用いた。 
 
2-10. VLCFAE の系統樹解析 
選別した 14 個の推定イネ VLCFAE 及びシロイヌナズナ VLCFAE(FAE1、
At5g43760)のアミノ酸配列を用いて、ClustalW[74]を用いて系統樹を作成した。 
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2-11. VLCFAE 阻害型除草剤のネズミムギ VLCFAE に対する阻害試験 
メタザクロール、メトラクロール、フェントラザミド、カフェンストロール
は和光純薬、インダノファンは関東化学、フルフェナセットは Dr. Ehrenstorfer 
GmbH より購入した。本試験では、ネズミムギの黄化幼苗から調製したミクロソ
ームを酵素として用い、Lignoceroyl-CoA(C24:0-CoA)を前駆体として C24:0→
C26:0 の伸長反応において第 1 章の VLCFAE 阻害活性試験に記載した方法に従い
行った。 
 
結果 
 
シロイヌナズナ生育阻害 
 ピロキサスルホン及びフェノキサスルホンのシロイヌナズナ植物体に対する
生育阻害は、感受性植物であるネズミムギ及び食用ヒエに比べてやや弱かった
(Fig.2-1)。 
 
リコンビナントのシロイヌナズナ FAE1 に対する検定系の構築 
FAE1 は既にシロイヌナズナ VLCFAE として同定されており、C18:1→C20:1 の
伸長反応を触媒する VLCFAE 活性が最も高いことが分かっているため、出芽酵母
を宿主としてシロイヌナズナ FAE1 に対する検定系を構築した[32]。FAE1 遺伝子
を組み込んだpYES2/CTベクターを形質転換により導入した組み換え酵母を作成
した後、ガラクトース含有培地(SCM-Gal)において FAE1 タンパク質の発現を誘
導した組換え酵母の VLCFA 含有量及びタンパク質発現解析から活性型 FAE1 の発
現を調べた。その結果、タンパク質発現誘導後の FAE1 遺伝子導入酵母中では空
ベクターを導入した酵母に比べて C20:0 及び C20:1 などの VLCFA が顕著に蓄積
していること及びウェスタンブロットによるFAE1タンパク質発現解析の結果か
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ら活性型 FAE1 タンパク質の発現が示唆された(Fig.2-2)。以上の結果から、シ
ロイヌナズナ FAE1 の VLCFAE 活性に対する検定系を構築出来たと判断した。 
 
シロイヌナズナ FAE1 に対する阻害 
シロイヌナズナFAE1遺伝子を導入した形質転換酵母のミクロソーム画分を用
いて、ピロキサスルホン及びフェノキサスルホンの FAE1 阻害活性を調べた。そ
の結果、酵素と薬剤を 10 分プレインキュベーションした場合の FAE1 に対する
阻害 50%濃度はピロキサスルホン、フェノキサスルホンでそれぞれ 0.28×10-6 M、
0.30×10-6 M となり、両剤ともに FAE1 の VLCFAE 活性を低濃度で阻害した(Fig. 
2-3)。また、両剤の FAE1 に対する阻害様式を調べるために、FAE1 阻害活性とプ
レインキュベーション時間との関係を調べた結果、阻害活性はプレインキュベ
ーション時間依存的に強くなることが分かり、作成した擬一次反応プロットか
ら、FAE1と薬剤の親和性を示す擬一次反応速度定数(ki値)はピロキサスルホン、
フェノキサスルホンでそれぞれ 3.2×105 M-1・min-1、3.0×105 M-1・min-1となっ
た(Figs. 2-4,5)。 
 
推定イネ VLCFAE 遺伝子検索 
単一のイネ VLCFAE に対するピロキサスルホンの阻害を解析するために、公式
データベースを用いた相同性検索を行った。その際には、シロイヌナズナ VLCFAE
として機能している事が分かっている FAE1(At4g34520), KCS1(At1gO1120), 
Fiddlehead(At2g26250), At5g43760, At1gO4220[26,27,29,30-33]をクエリーと
して、VLCFAE と推定されるイネのタンパク質を検索した結果、23 個がヒットし
た。それらのアミノ酸配列を用い、マルチプルアラインメントにより配列の相
同性を調べた。その結果、N末端付近の相同性はそれほど高くないが、catalytic 
triad と呼ばれる活性部位を形成するのに必要なシステイン(C)、ヒスチジン(H)
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及びアスパラギン(N)の 3 つのアミノ酸残基は 23 種のアミノ酸配列に全て保存
されており[32,37]、これらの領域付近の相同性も極めて高いものであった
(Fig.2-6)。植物 VLCFAE は N 末端領域に 2 箇所の膜貫通部位を持つ特徴を有し
ていることから[28,31,32,66]、相同性検索によりヒットした 23 個のタンパク
質の疎水性プロットを作成した。その結果、Q5Z6S3 及び Q8H7Z0、並びに
Q6F365(Fig.2-7-1)を含む 14 個がその特徴を有しており、イネ VLCFAE であると
考えられた。一方で、Q0IRW8 及び Q10QV9、並びに Q10QV8(Fig.2-7-2)を含む 9
個は N末端領域に膜貫通部位を有していなかった。なお、Q10QV8 及び Q10QV9 は
Q10QW1 の部分配列であり、Q0IRW8 は Q2R1V7 の部分配列であることが分かった。 
 
マイクロアレイによる推定イネ VLCFAE 遺伝子の発現解析 
マイクロアレイを用いてイネの茎葉部及び根部、並びに培養細胞中の推定イ
ネ VLCFAE 遺伝子の発現解析を行った結果、14 個の推定イネ VLCFAE 遺伝子発現
プロファイルは部位及び組織間で大きく異なっていた(Fig.2-8)。すなわち、
Q5Z6S3、Q8H7Z0、Q6F365 は順に茎葉部、培養細胞、根部で特に強く発現してい
た。一方、Q10QW1 や Q10PV5 の発現量は部位及び組織間で同程度であった。 
 
リコンビナントのイネ Q6F365 に対する検定系の構築 
相同性検索によりヒットした14個の内6個の推定イネVLCFAE(Q6Z6C7、Q69X62、
Q10PV5、Q5Z7E7、Q5Z6S3、Q8H7Z0)について、シロイヌナズナ FAE1 と同様の手
法で検定系の構築を試みた。各遺伝子を導入した組換え酵母を作成し、VLCFA 含
有量及びミクロソーム画分を用いたウェスタンブロットにより、各々の組換え
酵母中のリコンビナントタンパク質の発現を解析した。その結果、ウェスタブ
ロット解析により 4 種類のイネ VLCFAE(Q69X62、Q10PV5、Q5Z7E7、Q8H7Z0)の発
現は検出できなかったが、Q6Z6C7 及び Q5Z6S3 タンパク質は出芽酵母中で発現し
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ていることが明らかになった(Fig. 2-9)。しかし、Q5Z6S3(Fig. 2-10)及び Q6Z6C7
遺伝子導入酵母中で VLCFA 含有量の有意な上昇は確認されなかったことから、
出芽酵母に導入した推定イネ VLCFAE は発現していない、あるいは発現したタン
パク質は VLCFAE 活性を有していないと考えられた。以上の結果から、出芽酵母
をタンパク質発現の宿主とした方法で検定系を構築することは困難であると考
えられた。 
新たな検定系の構築に関して、クミアイ化学工業が構築した植物形質転換技
術である PalSelect ベクターシステム[71,72,75,76]で、イネ培養細胞を宿主と
した発現系の構築を試みることとした。すなわち、イネ形質転換用ベクターに
イネ VLCFAE 遺伝子を導入したプラスミドでイネを形質転換し、VLCFAE 遺伝子を
組み込んだイネ培養細胞を作出することとした。また、本手法によりアッセイ
系を構築するイネ VLCFAE としては、マイクロアレイ解析により、培養細胞での
発現が茎葉部及び根部に比べて極めて弱い Q6F365 遺伝子を選んだ(Figs. 
2-8,11)。そこで、アグロバクテリウム法により Q6F365 遺伝子を導入したイネ
培養細胞を作成し、空ベクターで形質転換したイネ培養細胞を比較対照として、
VLCFA 含有量、VLCFAE 活性、Q6F365 遺伝子発現量を調べた。その結果、VLCFA
含有量に関しては、Q6F365 遺伝子導入イネ培養細胞では、空ベクターで形質転
換したイネ培養細胞(以下 Control イネ培養細胞)に比べて VLCFA (C20:0、C20:1、
C22:0、C22:1、C24:0、C24:1、C26:0)が 1.34～1.96 倍と蓄積していた(Table 2-1, 
Fig. 2-12A)。また、VLCFAE 活性に関しては、Control 及び Q6F365 遺伝子導入
イネ培養細胞ミクロソームを酵素として用い、C18:0→C20:0、C18:1→C20:1、
C20:0→C22:0、C22:0→C24:0、C24:0→C26:0 の 5個の伸長工程を触媒する VLCFAE
活性を調べた結果、Q6F365 遺伝子導入イネ培養細胞ミクロソームは Control の
2.1～4.1 倍の VLCFAE 活性を有していた(Table 2-2, Fig. 2-12B)。さらに、新
たにイネ培養細胞に導入した Q6F365 遺伝子は RT-PCR により発現していること
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が確認され(Fig. 2-13A)、Q6F365 遺伝子に特異的な配列を増幅するプライマー
を用いたリアルタイム PCR による発現解析を行った結果、Q6F365 遺伝子を導入
したイネ培養細胞では Control イネ培養細胞に比べて約 1300 倍強く発現してい
ることが分かった(Fig. 2-13B)。以上の結果から、イネ培養細胞を用いたイネ
Q6F365 に対する検定系を構築出来たと判断した。 
 
イネ Q6F365 に対する阻害 
イネ培養細胞ミクロソーム中の VLCFAE 活性と阻害活性の関係に関して、酵素
反応に用いる Control 及び Q6F365 遺伝子導入イネ培養細胞ミクロソーム中のタ
ンパク質量を等量にした場合、前者は野生型と同じ VLCFAE 活性(a)を有してい
るのに対して、後者は野生型が有する VLCFAE 活性(a)に発現した Q6F365 タンパ
ク質に由来する VLCFAE 活性(b)が加わっており、両者の差が発現した Q6F365 タ
ンパク質に由来する VLCFAE 活性であると考えられた(Fig.2-14A)。従って、
Q6F365 遺伝子導入イネ培養細胞中の全 VLCFAE 活性(a+b)に対する阻害(Y)は、
Control イネ培養細胞中の VLCFAE 活性(a)に対する阻害(X)とイネ培養細胞で発
現した Q6F365 タンパク質の VLCFAE 活性(b)に対する阻害(Z)の総和として示さ
れるものであり、式(1)が成立すると考えた(Fig.2-14B)。式(1)から算出したい
Zを左辺とした式(2)が成立することになる。この式(2)には、5個の変数(a、b、
X、Y、Z)が存在しているが、Control 及び Q6F365 遺伝子導入イネ培養細胞ミク
ロソーム中の VLCFAE 活性(a、b)とそれらに対する阻害活性(X、Y)は両ミクロソ
ームを用いた酵素阻害試験を行うことで求められることから、ピロキサスルホ
ンの Q6F365 タンパク質に対する阻害活性(Z)を算出した。 
C18:0→C20:0 では、Control 及び Q6F365 遺伝子導入イネ培養細胞ミクロソー
ムを酵素とし、酵素と薬剤を 10 分プレインキュベーションした場合の VLCFAE
活性及びピロキサスルホンの阻害活性を調べた。それらの結果を基にして上記
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の算出方法に従って求めた阻害活性から、ピロキサスルホンの Q6F365 タンパク
質に対する阻害 50%濃度(I50値)は 1.30×10
-6 M となった(Fig. 2-15A)。  
C20:0→C22:0 では、Control 及び Q6F365 遺伝子導入イネ培養細胞ミクロソー
ムを酵素とし、酵素と薬剤を 10 分プレインキュベーションした場合の VLCFAE
活性及びピロキサスルホンの阻害活性を調べた。それらの結果を元にして上記
の算出方法に従って求めた阻害活性から、ピロキサスルホンの Q6F365 タンパク
質に対する阻害 50%濃度(I50値)は 1.88×10
-6 M となった(Fig. 2-15A)。 
阻害活性とプレインキュベーション時間との関係についても、同様の方法で
解析した結果、ピロキサスルホンのイネ Q6F365 に対する阻害活性はプレインキ
ュベーション時間に関わらずほぼ一定であった(Fig. 2-15B)。 
 
VLCFAE の系統樹解析 
 本章でピロキサスルホンの阻害を解析したシロイヌナズナFAE1とイネQ6F365
は VLCFAEの系統樹において、遠方にクラスタリングされることが分かった(Fig. 
2-16)。 
 
VLCFAE 阻害型除草剤のネズミムギ VLCFAE 阻害 
他のクラスに属するVLCFAE阻害型除草剤の標的酵素阻害活性と酵素と薬剤の
プレインキュベーション時間との関係を調べた。試験には、クロロアセトアミ
ド系のメタザクロール及びメトラクロール、テトラゾリノン系のフェントラザ
ミド、トリアゾール系のカフェンストロール、オキシアセトアミド系のフルフ
ェナセット、オキシラン系のインダノファンを供試した。試験の結果、それら
のネズミムギ VLCFAE(C24:0→C26:0)に対する阻害活性は全て酵素と薬剤のプレ
インキュベーション時間に関わらず、一定であることが分かった(Fig. 2-17)。 
 
Table 2-1 VLCFA contents in rice cultured cells.
Control a) Q6F365 b)
C20:0 50.8 98.2
C20:1 58.5 78.6
C22:0 87.5 171.5
C22:1 41.9 64.9
C24:0 104.7 185.3
C24:1 67.3 90.7
C26:0 13.57 21.0
Content (μg/g Fresh weight)
VLCFA
a) Rice cultured cells transformed with empty R-4 vector.
b) Rice cultured cells transformed with Q6F365 gene.
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a) Rice cultured cells transformed with empty R-4 vector.
b) Rice cultured cells transformed with Q6F365 gene.
Table 2-2 VLCFAE activities in rice cultured cells.
Control a) Q6F365 b)
C18:0→C20:0 15.9 65.4
C18:1→C20:1 8.7 27.3
C20:0→C22:0 12.8 30.9
C22:0→C24:0 9.5 20.0
C24:0→C26:0 9.4 22.9
Activity (pmol/ mg protein/90min)
Elongation step
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Fig.2-1 Comparison of the Inhibition of shoot elongation by pyroxasulfone (A) and fenoxasulfone (B) 
between Arabidopsis and susceptible weed, Italian ryegrass and late watergrass.
Each data set is expressed as the mean ± SD of five independent experiments.
▲, Arabidopsis; ●, Italian ryegrass; ■, Late watergrass
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Fig. 2-2 Western blot analysis of FAE1 (A) and gas-chromatographic analysis of VLCFA methyl
esters (B) in yeasts transformed by  Arabidopsis FAE1 gene. (A) Lane 1, Marker (6×His protein 
Ladder; Lane 2, microsomal fraction of yeast expressing FAE1; Lane 3, microsomal fraction of 
yeast  transformed by empty pYES2/CT vector. (B) Gas-chromatographic pattern around C20:0 
fatty acid methyl  esters in transgenic yeast expressing FAE1 compared  with that in yeast containing
the empty vector is shown. VLCFA peak identities are: 1, C20:0; 2, C20:1. 
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Fig. 2-3 Inhibition of the VLCFAE activity of recombinant Arabidopsis FAE1 by pyroxasulfone (A) 
and fenoxasulfone (B) . Each data set is expressed as the mean ± SD of three independent 
experiments. Inhibitory potencies against VLCFAE activity of FAE1, which catalyzes the elongation 
step from C18:1 to C20:1 by isoxazoline-type herbicides under the condition of 10min pre-incubation
of microsomes with herbicides are shown.
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Fig. 2-4 Inhibitory effects of pyroxasulfone on VLCFAE activity of recombinant Arabidopsis FAE1.
Each data set is expressed as the mean ± SD of three independent experiments.
(A) Inhibition at different pre-incubation  using recombinant FAE1 by 10-6 molar concentration of 
pyroxasulfone. (B) Pseudo-first order reaction plots for the irreversible inhibition of FAE1 by 
pyroxasulfone using the data in Fig. 2-4A. P, residual activity of FAE1 (% of control); ki, pseudo-first 
order rate constant; I, pyroxasulfone concentration (M); t, pre-incubation period (min)
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Fig. 2-5 Inhibitory effects of fenoxasulfone on VLCFAE activity of recombinant Arabidopsis FAE1.
Each data set is expressed as the mean ± SD of three independent experiments.
(A) Inhibition at different pre-incubation  using recombinant FAE1 by 10-6 molar concentration of 
fenoxasulfone. (B) Pseudo-first order reaction plots for the irreversible inhibition of FAE1 by 
fenoxasulfone using the data in Fig. 2-5A. P, residual activity of FAE1 (% of control); ki, pseudo-first 
order rate constant; I, fenoxasulfone concentration (M); t, pre-incubation period (min)
71
N-terminal end C-terminal end
Q0DXV1. HLSGMGCSAGL    
Q0IRW8. NLGGMGCSAGL 
Q0IYV5. NLGGMGCSAGL 
Q10P61. NLGGMGCSAGL 
Q10PV5. NLSGMGCSAGL 
Q10QV8. NLGGMGCSAGV 
Q10QV9. NLGGMGCSAGV 
Q10QW0. NLGGMGCSAGV 
Q10QW1. NLGGMGCSAGV 
Q2R1V7. NLGGMGCSAGL 
Q33AY1. NLGGMGCSAGL 
Q5Z6S3. HLSGMGCSASL 
Q5Z7C8. DLSGMGCSASP 
Q5Z7E7. HLSGMGCSAGL 
Q688V9. NLGGMGCSAGV 
Q69X62. NLGGMGCSAGL 
Q6F365. NLGGMGCSAGL 
Q6Z2K7. HLSGMGCSAGL 
Q6Z6C7. NLGGMGCSAGL 
Q7XEM4. NLSGMGCSAGI 
Q8H7L2. NLGGMGCSAGV 
Q8H7Z0. NLSGMGCSAGI 
Q94GT5. NLGGMGCSAGL 
.*.******.      
AFEHFCIHAGG     TLHRFGNTS
AFDHFCIHAGG     TLYRWGNTS
AFEHFCVHAGG     ALHRFGNTS 
AFEHFCVHAGG     SLHRFGNTS 
AFEHFCIHAGG     TLHRFGNTS 
AFEHFCMHAAS     ALHRFGNTS 
AFEHFCMHAAS     ALHRFGNTS 
AFEHFCMHAAS     ALHRFGNTS 
AFEHFCMHAAS     ALHRFGNTS 
AFDHFCIHAGG     TLYRWGNTS 
AFEHFCVHAGG     ALHRFGNTS 
AFEHFCIHAGG     ALHRFGNTS 
AFEHFCIHAGG     VLHRFGNTS 
AFEHFCIHAGG     ALHRFGNTS 
AFEHFCIHAGG     TLHRFGNTS 
AFEHFCIHAGG     TLYRFGNTS 
AFEHFCIHAGG     TLHRFGNTS 
AFEHFCIHAGG     TLHRFGNTS 
AFEHFCVHAGG     TLYRFGNTS 
ALDHFCIHAGG     TLYRFGNTS 
AFEHFCMHAAS     ALHRFGNTS 
ALDHFCIHAGG     TLYRFGNTS 
AFEHFCVHAGG     ALHRFGNTS 
*..***.**..      *.*.****
Cysteine Histidine Asparagine
Fig. 2-6 Multiple alignment of the amino acid sequences of putative rice VLCFAEs.
Catalytic triad, cysteine (C), Histidine (H) and Asparagine (N) were surrounded by rectangle.
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Fig.2-7-1 Hydropathy plot of the amino acid sequences of putative rice VLCFAEs-1
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Fig.2-7-2 Hydropathy plot of the amino acid sequences of putative rice VLCFAEs-2
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Fig. 2-8 Relative expression analysis of putative rice VLCFAE genes in rice shoots, roots and 
cultured cells by oligomicroarray analysis.
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Fig. 2-9 Expression analysis of the putative rice VLCFAEs by Western blot. 
Lane 1, total protein from yeast cells containing empty pYES2/CT vector; Lane 2, 
total protein from yeast cells expressing rice Q6Z6C7; Lane 3, total protein from yeast cells 
expressing rice Q69X62; Lane 4, total protein from yeast cells expressing rice Q10PV5; Lane 5,
total protein from yeast cells expressing rice Q8H7Z0; Lane 6, total protein from yeast cells 
expressing rice Q5Z7E7; Lane 7, total protein from yeast cells expressing rice Q5Z6S3; Lane 8,
Marker (6×His protein ladder ).
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Fig. 2-10-1 Gas-chromatographic pattern around C20:0 in yeast 
cells expressing rice Q5Z6S3 (A) and containing empty vector (B). 
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Fig. 2-10-2 Gas-chromatographic pattern around C24:0 in yeast 
cells expressing rice Q5Z6S3 (A) and containing empty vector (B). 
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LB RBP-ALS CSPmALS T-ALS Q6F365 T-NOS
Xba IHind III Eco RI
Fig. 2-11 T-DNA construct in binary R-4 vector plasmid containing Q6F365 gene.
The letters show the genes as follows: P-ALS, rice ALS promotor; mALS, rice W548L/S627I
mutated ALS gene; T-ALS, rice ALS terminator; CSP, rice 674bp callus specific promoter 
(CSP); T-NOS, nopaline synthetase terminator; LB and RB, T-DNA left and right border repeats. 
As CSP, the 1032nd to 1705th nucleotide sequence of SEQ ID NO1 of reference 68 was used. 
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Fig. 2-12 Relative fatty acid content (A) and VLCFAE activity (B) in rice cultured cells transformed 
with Q6F365 gene. Relative fatty acid content and VLCFAE activity in rice cultured cells transformed 
with Q6F365 gene compared to those in rice cultured cells transformed with empty R-4 vector.
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Fig. 2-13 Expression analysis of Q6F365 gene in rice cultured cells by RT-PCR (A) and real-time 
RT-PCR (B). (A) Different sources of rice cultured cells were used as templates for RT-PCR
as follows: total RNA from control rice cultured cells (Lane 2); cDNA from control rice cultured cells
(Lane 3); total RNA from rice cultured cells transformed with Q6F365 gene (Lane 4); cDNA from rice
cultured cells transformed with Q6F356 gene (Lane 5). 100bp ladder was loaded in Lane 1.
(B) Relative quantity of Q6F365 gene expression is shown as the mean ± SD of four independent 
experiments.     , rice cultured cells transformed with empty R-4 vector;     , rice cultured cells 
transformed with Q6F365 gene.
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(pmol / mg total protein)
Rice cultured cells transfromed with 
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X(%): Inhibitory activity of pyroxasulfone on (a)
Y(%): Inhibitory activity of pyroxasulfone on (a+b)
Z(%): Inhibitory activity of pyroxasulfone on (b)
Fig. 2-14 Inhibitory activity of pyroxasulfone on recombinant rice Q6F365.
(A) The relationship of VLCFAE activities between Control and Q6F365. 
a, VLCFAE activities in control ; b, VLCFAE activities of Q6F365 protein expressed 
in Q6F365. (B) Calculation of inhibitory effect of pyroxasulfone on VLCFAE activity of
recombinant rice Q6F365.
Eq. 1: Y=(a/a+b) X+ (b/a+b) Z
Eq. 2: Z = Y + a(Y-X)/b
(B)
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Rice cultured cells transfromed with 
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Fig. 2-15 Inhibitory effects of pyroxsaulfone on the VLCFAE activity of rice Q6F365.
Each data set is expressed as the mean ± SD of three of four independent experiments.
(A) Inhibitory potencies against VLCFAE activities of Q6F365 under the conditions of 10min
pre-incubation of microsomes with pyroxasulfone. (B) Inhibition at different pre-incubation 
periods using recombinant Q6F365 by 10-5 molar concentration of pyroxasulfone. 
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Fig.2-16 Phylogenetic tree for Arabidopsis VLCFAEs and putative rice VLCFAEs.
Arabidopsis VLCFAEs and putative rice VLCFAEs are described in gene name and 
Uniplot ID, respectively.
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Fig. 2-17 Effects of pre-incubation periods on inhibitions of VLCFAE activities by VLCFAE-inhibiting 
herbicides in etiolated Italian ryegrass seedlings. Each data set is expressed as the mean±SD
for four independent experiments. Inhibitions of VLCFAE activities, which catalyzes the elongation 
step from C24:0 to C26:0, at different pre-incubation periods using microsomal fraction of Italian 
ryegrass by VLCFAE-inhibiting herbicides were shown.
The patterns of bar graph show the pre-incubation periods as follows :
, 0 min;     , 5 min;    , 10 min;     , 20 min;    , 30min
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考察 
 
本章では両イソキサゾリン系除草剤の単一の植物VLCFAEに対する阻害を調べ
るために、シロイヌナズナ FAE1 に対する検定系を構築してピロキサスルホン及
びフェノキサスルホンによる阻害を解析した。また、ピロキサスルホン感受性
モデル植物であるイネの VLCFAE を検索し、単一のイネ VLCFAE に対する検定系
を構築してピロキサスルホンの阻害を解析した。 
VLCFAE には、Fatty Acid Elongase(FAE)タイプと Elongase(ELO)タイプの 2
種類が報告されている[32,65-67]。前者は植物にのみ存在しているのに対して、
後者は菌類や哺乳類など幅広い生物種に存在している。両者は共に酵素活性中
心にシステイン残基を持つという共通の特徴を有しているものの、酵素的な性
質は大きく異なっている。すなわち、FAE タイプの VLCFAE は約 500 アミノ酸か
ら成り、N末端付近に 2箇所の膜貫通部位を有しているのに対して、ELO タイプ
の VLCFAE は 300～400 アミノ酸から成り、全領域に 5～7個の膜貫通部位を有し
ている[65,66]。従って、VLCFAE 阻害型除草剤は ELO タイプの VLCFAE には何の
影響を与えることなく、FAE タイプの VLCFAE のみを特異的に阻害することが示
唆されていることから、出芽酵母のミクロソームを用いたシロイヌナズナ FAE1
阻害試験において、FAE1 活性を完全に阻害する 100 μM のカフェンストロール
処理区を陰性対照区とした[32]。 
シロイヌナズナFAE1の検定系は出芽酵母をタンパク質発現の宿主として構築
した。タンパク質発現誘導酵母の VLCFA 含有量の上昇及びウェスタンブロット
解析により活性型 FAE1 タンパク質の発現が示唆され、目的とする発現系の構築
が示された。 
ピロキサスルホン及びフェノキサスルホンは共にFAE1活性を低濃度で阻害し
た。また、FAE1 阻害活性がプレインキュベーション時間依存的に強くなったこ
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と及び両剤の FAE1 に対する擬一次反応速度定数(ki 値)から、両剤の FAE1 阻害
機構は従来の知見[17,25,35,37]と同様に酵素活性中心のシステイン SH 基と薬
剤の求核置換反応によるものと推察された。 
第 1 章において、ピロキサスルホンが VLCFA 生合成経路の複数の伸長反応を
触媒するイネの VLCFAE 活性を低濃度で阻害したことを報告した。この結果と単
一のVLCFAEが複数の伸長反応を触媒する活性を有していること及び単一の伸長
反応を複数の酵素が触媒している[26,27,30,32]ことを考慮すると、ピロキサス
ルホンは感受性モデル植物であるイネに存在する多くのVLCFAEの分子種を阻害
していると考えられた。そこで、本剤が標的とする VLCFAE の分子種を明らかに
するために、シロイヌナズナ VLCFAE のアミノ酸配列を用いた相同性検索を行っ
た結果、23 個のイネのタンパク質がヒットした。これらに関して、VLCFAE 活性
に必須な 3 つのアミノ酸残基[32,37]の有無及び N 末端付近の膜貫通部位
[28,31,32,66]の有無を指標にした結果、検索した 23 個の内の 14 個がイネの
VLCFAE であり、膜貫通部位を持たない他の 9 個のタンパク質は配列的に不完全
な VLCFAE であるか、あるいは VLCFAE とは異なる機能を有していると推察され
た。 
それらの推定イネ VLCFAE 遺伝子の発現部位特異性を明らかにするために、マ
イクロアレイ解析を行い、Q5Z6S3 遺伝子、Q6F365 遺伝子、Q8H7Z0 遺伝子がそれ
ぞれ茎葉部、根部、培養細胞において特異的に強く発現することを見出した。 
推定イネ VLCFAE 阻害を検定するため、シロイヌナズナ FAE1 と同様に出芽酵
母を用いた発現系の構築を試みたが、本手法ではイネ由来の VLCFAE が発現せず
構築出来なかった。Trenkamp らは出芽酵母を用いて 17 個の推定シロイヌナズナ
VLCFAE の機能解析を試みた結果、その内、 2 個がシロイヌナズナ
VLCFAE(At5g43760 及び CER60)であることを明らかにしている。しかし、残りの
15 個の機能解析に関しては、タンパク質が発現した場合でも酵素活性が検出さ
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れなかったことを報告している[32]。その理由として、活性型タンパク質とし
て発現していない、あるいは活性型タンパク質として発現していても、VLCFAE
により触媒される縮合以降の 3つの連続反応を触媒する酵素(KCR、HCD、ECR)と
相互作用出来ていない可能性を指摘しており、出芽酵母を用いた推定イネ
VLCFAE の発現系を構築出来なかったのも同様の原因によるものと考えている。 
そこで、イネ培養細胞を用いた検定系の構築を試みることとした。本手法は
機能解析を行うタンパク質は元々イネのタンパク質であり、縮合以降の酵素と
の相互作用が可能になること及び推定イネVLCFAE遺伝子を導入した形質転換体
の脂肪酸を定量することにより、イネの VLCFAE を同定出来ることから、有効で
あると考えた。本手法を用いる際の目的遺伝子をドライブするプロモーターと
してイネ形質転換培養細胞の脂肪酸分析を行うことを前提に、培養細胞で強く
発現を誘導するカルス特異的プロモーター(CSP)[70]を用いた。 
また、本手法により検定系を構築するイネ VLCFAE として、内在性の酵素活性
の影響を小さくできると考え、マイクロアレイ解析により、培養細胞での発現
が茎葉部及び根部に比べて極めて弱い Q6F365 遺伝子を選んだ。 
検定系構築に関しては、Control イネ培養細胞と比較してイネ Q6F365 遺伝子
を導入したイネ培養細胞中の VLCFA 含有量及び VLCFAE 活性の上昇、並びに
Q6F365 遺伝子転写量の増加から、イネ培養細胞に導入したイネ Q6F365 が活性型
タンパク質として発現していることが示され、検定系を構築出来たと同時に本
酵素はイネ VLCFAE の一つであることが明らかになった。 
Q6F365タンパク質由来のVLCFAE活性に及ぼすピロキサスルホンの影響を調べ
る際には、単一の VLCFAE を対象とした場合、各々の伸長工程を触媒する VLCFAE
活性の強さが異なっていたとしても、同一の薬剤に対する感受性は同じである
と考えられる。この考えに基づいて Q6F365 タンパク質由来の VLCFAE 活性(C18:0
→C20:0 及び C20:0→C22:0)に対する阻害活性を調べ、これらの活性が発現した
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タンパク質に由来することを検証した。その結果、両伸長反応を触媒するイネ
Q6F365 由来の VLCFAE 活性は異なっているが、ピロキサスルホンに対する感受性
は同等であることから、Q6F365 遺伝子を導入したイネ培養細胞中の VLCFA 含有
量及び VLCFAE 活性はイネ培養細胞において高発現した Q6F365 タンパク質の
VLCFAE としての機能によることが示された。また、ピロキサスルホンのイネ
Q6F365 に対する阻害活性はプレインキュベーション時間に依存しておらず、本
剤はイネ Q6F365 を可逆的に阻害していることが示唆された。 
従来のVLCFAE阻害型除草剤は分子内に求電子性が高い炭素原子を有している
ことから、阻害機構は薬剤と VLCFAE 活性中心のシステイン SH 基との求核置換
反応による不可逆阻害と推定されており、そのような場合には阻害活性はプレ
インキュベーション時間依存的に強くなる[17,25,35]。従って、ピロキサスル
ホンのイネ Q6F365 に対する阻害様式は、植物から調製した VLCFAE と同じく、
従来の概念とは異なるものであった。 
一方、ピロキサスルホンのイネ Q6F365 及びシロイヌナズナ FAE1 に対する阻
害活性とプレインキュベーション時間との関係から、同一薬剤の単一の植物
VLCFAE に対する阻害様式が酵素間で異なっていることが明らかになった。これ
に関しては、イネ Q6F365 とシロイヌナズナ FAE1 は VLCFAE の系統樹において、
遠方にクラスタリングされていることから、両植物 VLCFAE の酵素的性質の違い
を反映していると推察された。 
両イソキサゾリン系除草剤がシロイヌナズナFAE1を不可逆的に阻害したこと、
メタザクロールのFAE1に対する阻害様式が不可逆阻害であること[77]を考慮す
ると、VLCFAE 阻害型除草剤の標的酵素に対する阻害様式は、薬剤の化学構造で
はなく、VLCFAE の分子種に依存しているという仮説を立てた。そこで、両イソ
キサゾリン系除草剤だけでなく、構造的に異なる従来の VLCFAE 阻害型除草剤の
ネズミムギ VLCFAE(C24:0→C26:0)に対する阻害様式を解析した。その結果、何
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れの VLCFAE 阻害型除草剤に関しても、可逆的に VLCFAE を阻害していることが
明らかになった。この結果は、第 1 章及び本章で明らかにした可逆的な VLCFAE
阻害様式はイソキサゾリン系除草剤に特異的なものではなく、従来の VLCFAE 阻
害型除草剤にも適用出来ることを示唆しているのと同時に、VLCFAE 阻害型除草
剤の標的酵素阻害様式は薬剤の化学構造ではなく、VLCFAE の分子種に依存する
という仮説を裏付けるものと考えている。しかしながら、この仮説を実証する
ためには更なる解析が必要である。 
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第 3 章 ピロキサスルホンの作物雑草間の選択性要因の解析 
 
 第 1 章では、VLCFA 生合成系への影響及び黄化幼植物から調製した VLCFAE 阻
害活性を解析した結果、両イソキサゾリン系除草剤の主作用点は植物 VLCFAE で
あり、HRAC では K3 グループに分類される薬剤であること明らかにした。また、
ピロキサスルホン及びフェノキサスルホンは植物VLCFAEを可逆的に阻害してい
ることが分かり、この結果は従来の不可逆的な阻害様式とは異なる新しい阻害
機構を提示していると考えられた。しかし、それらの VLCFAE 活性は複数の酵素
活性の総和に対するものであった。そこで、第 2 章では単一のシロイヌナズナ
及びイネVLCFAEの検定系をそれぞれ出芽酵母及びイネ培養細胞を用いて構築し、
各々のリコンビナントVLCFAEに対するイソキサゾリン系除草剤の阻害を解析し
た。その結果、ピロキサスルホンはイネ Q6F365 を黄化幼苗から調製した VLCFAE
と同様に可逆的に阻害していることが明らかになった。一方で、両剤のシロイ
ヌナズナFAE1に対する阻害様式は従来の知見と同様に不可逆阻害であったこと
から、単一の酵素間で薬剤に対する阻害様式が異なっていることが示唆された。 
ピロキサスルホンについては、VLCFAE の薬剤感受性の違いが作物雑草間の選
択性の 1 つの要因であることを第 1 章で示した。しかしながら、植物全体を捉
えた場合、それだけでは本剤の作物雑草間の生理的な選択性を完全には説明で
きないと考えられた。そこで、本章では他の選択性要因を解析することを目的
として対象作物としてコムギ、対象雑草としてリジッドライグラス(ボウムギ)
を用い、両植物幼苗中のピロキサスルホン代謝試験を行い、植物における本剤
の主要代謝経路を明らかにすると共に、薬剤代謝活性の観点から本剤の選択性
要因を解析した。 
 
材料及び方法 
92 
 
使用化合物及び溶媒 
 植物幼苗の代謝試験には、Amersham Bioscience 社で合成された[Iso-3-14C]
ピロキサスルホン(比放射能 1.7 MBq/mg)を用いた(Fig. 3-1A)。本標識化合物は、
TLC で精製し放射化学的純度 99.9%で供試した。標準化合物としてピロキサスル
ホン(白色固体, 融点 130.7℃, 20℃での溶解度 3.49 mg/L, 蒸気圧 2.4×10-6  
Pa) 、 2-amino-5- 
[1-(carboxylmethylamino)-3-(5,5-dimethyl-4,5-dihydroisoxazol-3-ylthio)
-1-oxopropan-2-ylamino]-5-oxopentanoic acid (M-15) 、 2-amino-3-(5,5- 
dimethyl-4,5-dihydroisoxazol-3-ylthio) propanoic acid (M-26) 、
3-(5,5-dimethyl-4,5-dihydroisoxazol-3-ylthio)-2-hydroxypropanoic acid 
(M-29)を用いた(Fig. 3-1B)。これら標準化合物の NMR データ及び MS データを
Table 3-1 に示した。また、代謝試験に用いた蒸留水、アセトニトリル、アセト
ン、酢酸エチル、クロロホルム、メタノール、ギ酸は和光純薬から購入し、残
留農薬・PCB 試験用あるいは試薬特級を使用した。 
 
供試植物 
 コムギ(Bonnie Rock)及びリジッドライグラスを用いた。これらの種子は西オ
ーストラリア大学植物生物学部の Stephen Powles 教授に提供していただいた。 
 
薬剤処理及び植物体の栽培 
 コムギ及びリジッドライグラスは培養土を入れたプラスチックポットで、草
丈約 15 cm 程度の 3～4 葉期まで生育させ、根長を 3 cm 程度になるようにハサ
ミで切断した植物体を用いた。コムギ幼苗への薬剤処理は、50 μl のハイポネ
ックス及び終濃度 1.5 ppm(約 3.8 μM)の 14C-ピロキサスルホンを含む 50 ml の
蒸留水を 300 ml ビーカーに入れ、植物体の根を 15 株ずつ浸せき処理した
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(Fig.3-2)。リジッドライグラス幼苗への薬剤処理は、70 μl のハイポネックス
及び終濃度 1.3 ppm(約 3.3 μM)の 14C-ピロキサスルホンを含む 70 ml の蒸留水
を 300 ml ビーカーに入れ、植物体の根を 13 株ずつ浸せき処理した。これらの
浸せき処理した濃度のピロキサスルホンは試験に用いた両植物幼苗の生育に影
響を与えなかった。 
ピロキサスルホン処理した植物幼苗は温室内、自然条件(15～25℃)で栽培し
た。薬剤処理 1、2、4 日後にコムギ幼苗及びリジッドライグラス幼苗を分析に
供試した。 
 
抽出及び分画操作 
 植物体の根部を 20 ml のアセトニトリルで洗浄し、全植物体の重量を測定し
た。採取した植物体をハサミにより細断して 150 ml の含水アセトン(アセトン/
蒸留水 = 3/1, v/v)を加え、マイクロテック・ニチオン社のヒスコトロンを用
いて植物体を約5分間ホモジナイズした後、このホモジネートを吸引濾過した。
続いて、抽出残渣を同溶媒 50 ml で洗浄した溶液を濾液とあわせて植物体の抽
出液とし、減圧濃縮した溶液を含水アセトニトリル(アセトニトリル/蒸留水 = 
1/1, v/v) で 10 ml に 定 容 し た 。 植 物 体 抽 出 液 の 放 射 能 量 は 、
AQUASOL-2(PerkinElmer)をシンチレーターとして液体シンチレーションカウン
ター(LSC; TRI-CARB 2750TR/L/L, PerkinElmer)により測定した。抽出残渣の放
射活性はサンプルオキシダイザー(Model 307, PerkinElmer)で燃焼した後、
PERMAFLUOR E+(PerkinElmer)シンチレーター、CARBO-SORB E 14CO2 trapping 
solution (PerkinElmer)を用い、LSC で放射能量を測定した。 
 
代謝物の同定 
ピロキサスルホン及び代謝物は TLC 及びマススペクトルを用いて標準品との
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照合により同定した。2次元 TLC 解析では、植物体抽出液の一部を標準品と混合
した後、Merck 社の Silica gel 60F254 クロマトプレート(20×20 cm, 0.25 mm 
thick)にアプライした。1 次元目は酢酸エチル/クロロホルム/メタノール/ギ酸
(6/6/1/1, v/v)で展開して TLC プレートを充分に乾燥させ、2次元目は酢酸エチ
ル/メタノール/蒸留水/ギ酸(6/4/2/1, v/v)で展開して TLC プレートを充分に乾
燥させた後に TLC プレートをマイラーで覆い、イメージングプレート(IP)に約
16 時間露光した。14C 化合物のスポットは Fuji Photo Film 社のバイオイメージ
ングアナライザー(Fuji BAS1000)を用いて検出及び定量を行い、UV 照射により
可視化した標準化合物のスポットとの比較により代謝物を同定した。 
 
代謝物の LC-MS 分析 
 植物体抽出液の一部をTLCプレートに帯状にアプライして酢酸エチル/メタノ
ール/蒸留水/ギ酸(6/4/2/1, v/v)で 1 次元展開し、各々の化合物に対応する領
域のシリカゲルをプレートからかき取った後、含水アセトニトリル(アセトニト
リル/蒸留水 = 1/1, v/v)で化合物を抽出した。その溶液の一部を 0.2 μm フィ
ルターに通した後、HPLC に供試した。以下に、LC-MS の詳細な条件を記載した。 
<HPLC> 
装置：ナノスペース+UV6000 (Total scan; 254 nm, SHISEIDO) 
カラム：CAPCELL PAK C18 UG120 4.6 mmI.D.×250 mm (SHISEIDO)、温度:35℃ 
移動相： MeCN/DW=10/90 (5 min hold)→(40 min)→50/50 (5 min hold)→(5 min)
→100/0 (5 min  hold)→(1 min)→10/90 (9 min hold)、流量:1 ml/min 
(各溶媒 0.5%酢酸を含む) 
<RI 検出器> 
装置：Radiomatic 610TR (PerkinElmer) 
検出器：フローシンチレーションアナライザー 
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セル：Solid Flow Cell 
<MS> 
装置：TSQ Quantum 
イオン化モード：Electrospray 
スキャンタイプ：100-800 m/z Full Scan、Q1 Scan Mode 
イオン極性：Positive、Negative 
衝突エネルギー：25 V 
スプリット比：1/5 
上記条件での標準品のリテンションタイムはピロキサスルホン、M-15、M-26、
M-29 の順に 46.7 min、7.8 min、4.0 min、14.0min であった。 
 
糖加水分解反応(M-29-glc の加水分解反応) 
 糖 加 水 分 解 酵 素 と し て 、 β -glucosidase(Sigma-Aldrich) 及 び
cellulase(Sigma-Aldrich)を用いた。3 mg のβ-glucosidase(2 units/mg)、7 mg
の cellulase(0.3 units/mg)、0.4 ml の酢酸バッファー(200 mM, pH 5.0)、1.2 
ml の M-29-glc を含む含水アセトニトリルから成る反応溶液を 37℃で 12時間イ
ンキュベートした後、アグリコン部分を M-29 の標準品との co-TLC により同定
した。 
 
結果 
 
植物幼苗中のピロキサスルホン代謝 
 14C-ピロキサスルホンをコムギ幼苗に水耕処理した場合、処理 1日後で植物体
には 3.7 μg eq./g (amount of 14C-compound equivalent to pyroxasulfone / 
plant fresh weight)の 14C-化合物が吸収されており、処理 4 日後では 9.2 μg 
96 
 
eq./g まで増加した(Table 3-2)。また、薬剤処理した 4 日間で抽出画分に含ま
れる放射能量は植物幼苗に吸収された総放射能量の 87.5%以上であった(Table 
3-3)。コムギ抽出液を TLC 解析した結果、6 個のスポットが確認された(Fig. 
3-3A)。それらの内、3 つはピロキサスルホン、イソキサゾリン環のシステイン
抱合体(M-26)、M-26 のアミノ基が水酸基に置換した化合物(M-29)であることが
標準品を用いた co-TLC 及び LC-MS 解析により同定された(Table 3-1)。その他
の 2つのスポットは、分子量 381 の代謝物及び分子量 189 の代謝物であり(Fig. 
3-4)、前者は糖加水分解酵素(β-グルコシダーゼ及びセルラーゼ)処理により、
M-29 の遊離が確認されたことから、M-29 のグルコース抱合体(M-29-glc)である
と同定され、後者は分子量から M-26 の開環体であると推察された。一方、UK-3
のマススペクトルは測定することは出来なかった。これら代謝物の中で、M-26、
M-29、M-29-glu が主要代謝物であった(Table 3-3)。処理 1日後ではコムギ幼苗
に吸収された総放射能量の 20%が親化合物であり、54.9%が主要代謝物に変換さ
れていた。また、ピロキサスルホン及び主要代謝物の濃度は順に0.74 μg eq./g、
2.03 μg eq./g であった(Table 3-3)。処理時間の経過につれて、M-26 及び M-29
の割合は減少したのに対して、M-29-glc は増加し、何れの処理時間においても、
M-29-glc の割合が代謝物の中で最も高かった。 
 14C-ピロキサスルホンをリジッドライグラス幼苗に水耕処理した場合、処理 1
日後で植物体には 2.3 μg eq./g の放射能が吸収されており、処理 4 日後では
4.7 μg eq./g まで増加した(Table 3-2)。また、薬剤処理した 4 日間で抽出画
分に含まれる放射能量は植物体に吸収された総放射能量の 85.4%以上であった
(Table 3-3)。リジッドライグラス抽出液を TLC 解析した結果、8 つのスポット
が確認された(Fig. 3-3B)。それらの内、6 個のスポットはコムギ抽出液中と同
様にピロキサスルホン、M-26、M-29、M-29-glc、M-26 の開環体と推定される代
謝物(Uk-1)、Uk-3 であった。一方、Uk-2 及び Uk-4 を同定することは出来なか
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った。処理 1日後の親化合物及び主要代謝物の割合は順に 46.4%、割合 21.9%で
あった。また、ピロキサスルホン及び主要代謝物の濃度は順に 1.07 μg eq./g、
0.50 μg eq./g であった。処理時間の経過につれて M-26、M-29、M-29-glu の割
合は増加し、何れの処理時間においても M-26 の割合が最も高かった。処理 1日
後で比較すると、リジッドライグラス幼苗ではピロキサスルホン濃度はコムギ
の約 2 倍高く、主要代謝物は濃度だけでなく、割合もコムギの約 1/3 と低かっ
た。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Table 3-1 1H NMR data and MS data of authentic compounds
a) 1H NMR spectra of pyroxasulfone (in CDCl3) and M-15 (in CD3OD) were measured on a JEOL JMN-LA400 (400 MHz) 
spectrometer. 1H NMR spectra of M-26 and M-29 (in DMSO-d6) were measured on JEOL JMN-LA-300 (300 MHz) spectrometer. 
b) LC-ESI-MS spectra were measured on Thermo TSQ Quantum Discovery. Their analytical conditions were described in 
Materials and methods.
Compounds 1H NMR (δH, ppm) a) MS (m/z)b) MS/MS (m/z)b)
pyroxasulfone 1.52 (6H, s), 3.10 (2H, s), 3.87 (3H, s), 4.60 (2H, s), 6.87 (1H, t, JH,F=71.9 Hz)
390 [M-H]-, 450 [M+CH3CO2]- －
M-15
1.38 (6H, d, J=1.4 Hz), 2.07 (2H, d, J=1.4 Hz), 2.14-
2.24 (2H, m), 2.56 (2H, t, J=7.1 Hz), 3.17-3.22 (1H, m), 
3.54-3.59 (1H, m), 3.93 (2H, s), 
4.02 (1H, t, J= 6.5Hz), 4.79 (1H, m), 8.33 (1H, br)
403 [M-H]- 272, 254, 210, 179,143, 128(from 403)
M-26 1.31 (3H, s), 1.33 (3H, s), 2.89 (2H, s), 3.33-3.58 (2H, m), 4.13 (1H, m), 9.09 (2H, br)
260 [M+CH3CN+H] +, 
219 [M+H] +, 143 [M-75] + －
M-29 1.30 (6H, s), 2.87 (2H, s), 3.17 (1H, br), 3.30 (1H, br), 4.19 (1H, br) 220 [M+H]
+ 202, 156, 121, 82
(from 220)
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Concentration b)Plant fresh 
weight (g) Extract
Unextractable
Residue
Total 
Radioactivity (μg eq./g)
1 13.5 0.6 14.1 3.73.82
2 23.5 2.4 25.9 6.04.30
4 32.9 4.7 37.6 9.24.10
1 3.5 0.6 4.1 2.31.82
2 5.3 0.6 5.9 3.11.89
4 8.2 0.6 8.8 4.71.87
Day after 
treatment
Wheat
Rigid 
ryegrass
Plant
Amount of radioactivity in plants (μg eq.) a)
a) Values are expressed as the amount equivalent to pyroxasulfone.
b) Concentration is the amount of parent compound equivalent (μg eq.) to plant fresh weight (g). 
Table 3-2 Amount of radioactivity in plant seedlings treated wtih [Iso-14C]pyroxasulfone
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Table 3-3 Ratio of pyroxasulfone and its metabolites in plant seedlings
a) Values in parentheses indicate concentration (μg eq./g)
Pyroxasulfone
Uk-1M-29-glcM-29M-26 Uk-2 Uk-3 Uk-4
1 20.0(0.74) a) 6.722.716.116.1 < 0.5 3.9 < 0.5
2 10.0(0.60) 8.333.810.614.7 < 0.5 5.9 < 0.5
4 6.1(0.56) 3.645.29.6< 0.5 < 0.5 8.9 < 0.5
1 46.4(1.07) 4.64.63.613.7 1.8 2.7 3.6
2 26.4(0.82) 8.210.08.218.2 1.8 3.6 6.4
4 9.1(0.43) 8.213.710.024.6 1.8 8.2 7.3
Rigid
ryegrass
Percent in plant seedlings (%)
Plant Day after 
treatment
Wheat
Identified metabolites Unidentified metabolites Total
Total
54.9(2.03)
59.1(3.55)
54.8(5.04)
21.9(0.50)
36.4(1.13)
48.3(2.27)
Others
10.2
7.4
14.1
4.4
7.0
10.3
95.7
90.7
87.5
85.4
89.8
93.2
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Fig. 3-2 Root application of pyroxasulfone in wheat seedlings
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考察 
 
本章では、ピロキサスルホンの選択性要因を解明することを目的とし、耐性
作物のコムギ及び対象雑草のリジッドライグラス幼苗中のピロキサスルホン代
謝試験を行った。その結果、植物体に吸収された 14C-ピロキサスルホンは分解さ
れ、主要代謝物として、イソキサゾリン環のシステイン抱合体(M-26)、M-26 の
アミノ基が水酸基に置換した代謝物(M-29)、M-29 のグルコース抱合体
(M-29-glc)が主要代謝物として確認された。イソキサゾリン環のグルタチオン
抱合体(M-15)は検出されなかったが、これらの代謝物は全てグルタチオン抱合
を経て生成すると推察された。 
グルタチオン-S-トランスフェラーゼ(GST)による農薬のグルタチオン抱合は
多く報告されている[78-82]。高等植物において、グルタチオン抱合体はグルタ
チオン部分からグリシン及びグルタミン酸が脱離することにより、システイン
抱合体に変換されることが明らかになっている[83,84]。また、ピロキサスルホ
ンと同様にVLCFAE阻害型除草剤であるクロロアセトアミド系除草剤の作物雑草
間の選択性に作物の高いGST活性が関与していることが報告されている[41-43]。
予備的に行ったコムギ代謝試験において、グリシンが M-15 から脱離したイソキ
サゾリン環のグルタミル-システイン抱合体が分子イオン(positive, m/z 348)
として LC-MS 解析により検出されており、このような代謝物は他の農薬におい
ても示されている[83,85]。従って、ピロキサスルホンの場合には、最初にイソ
キサゾリン環のグルタチオン抱合により M-15 が生成し、M-15 からグリシン及び
グルタミン酸の脱離により M-26 が生成すると推察された。さらに、M-26 の酸化
的脱アミノ化[83,84]により M-29 が生成し、M-29 のグルコース抱合によって
M-29-glc が生成すると考えられた。これらの代謝過程から、コムギ及びリジッ
ドライグラスでのピロキサスルホンの主要な代謝経路に違いは無いことが示唆
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され(Fig. 3-5)、イソキサゾリン環のグルタチオン抱合によるメチレンスルフ
ォニル結合の開裂が本剤の解毒に重要な役割を担っていることが分かった。 
薬剤処理 1、2日後のコムギ及びリジッドライグラス中のピロキサスルホン及
び主要代謝物の割合から、両植物間でピロキサスルホンの分解率が異なってい
た。すなわち、コムギでは、リジッドライグラスに比べて親化合物の残存割合
が低いのに対して、主要代謝物の割合が高く、さらに M-29-glc へ速やかに代謝
された(Fig. 3-6)。これらの結果から、GST による薬剤代謝活性の違いがピロキ
サスルホンのコムギとリジッドライグラス間の選択性の一要因であると推察さ
れた。 
今後、詳細にピロキサスルホンの選択性機構を解明するためには、植物のピ
ロキサスルホン抱合活性の解析や本剤をグルタチオン抱合する GST の分子種を
同定する必要があると考えている。 
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総合考察 
 
 農薬は安定的な食糧供給を支えるために不可欠な資材であり、その中でも除
草剤の使用量が最も多く、穀物生産に有効に使用されている。従って、動物に
は存在しない除草剤の作用点に関する研究は人畜に対して作用点レベルで選択
毒性が担保された農薬開発に繋がるとともに、植物生理学や植物生化学などの
発展にも貢献出来ると考えられる。 
 本文で論じた VLCFAE に関しては、これまでに研究例が少なく、未だ多くが未
解明である。作用機構研究は化合物の作用に視点を置いたものであるが、薬剤
の作用部位に及ぼす影響は標的酵素の性質の解明にも繋がると考えられる。作
用機構研究に加えて、農薬の生理的な選択性に関する研究は、対象雑草に及ぼ
す特異的な作用を科学的に解明することになり、作物及び雑草の解毒代謝や吸
収移行に関わるタンパク質の発見や機能解明に繋がり、学術的にも重要な知見
と考える。 
 本論文では、新規イソキサゾリン系除草剤であるピロキサスルホン及びフェ
ノキサスルホンの作用機構、並びにピロキサスルホンの選択性に関する研究に
ついて述べた。第 1章では両薬剤の VLCFA 生合成系及び VLCFAE 活性に対する影
響を解析することで作用点を同定し、両剤が従来の VLCFAE 阻害型除草剤とは異
なる性質を有していることを示した。第 2 章では、第 1 章で両剤の阻害を解析
した VLCFAE 活性は複数の酵素活性の総和であったことから、単一の VLCFAE に
対する検定系を構築して両薬剤の阻害を解析し、薬剤の VLCFAE との相互作用に
関して考察するだけでなく、従来の VLCFAE 阻害型除草剤の標的酵素阻害に関し
ても示した。第 3 章では、ピロキサスルホンの選択性に関わる要因を解明する
ために、植物幼苗中のピロキサスルホン代謝試験を行い、本剤の代謝活性の違
いが作物雑草間での選択性の一要因となっていることを示した。 
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 両イソキサゾリン系除草剤はいずれも対象雑草の生育を低濃度で阻害し、そ
れらの雑草に対する作用症状から、VLCFAE 阻害剤であると考えられた。ピロキ
サスルホンに関しては、適用作物に対する阻害は感受性植物に比べて弱く、本
剤は生理的な選択性を有していることが推察された。 
一方、培養細胞は両剤に対して低感受性であったことから、植物培養細胞を
用いて両剤の脂肪酸生合成系に及ぼす影響を解析した。その結果、両剤処理し
た培養細胞において、VLCFA 含有量の大幅な減少及び VLCFA 前駆体の蓄積が確認
され、両剤イソキサゾリン系除草剤が VLCFA 生合成系を阻害していることが示
唆されただけでなく、ペンタデカン酸(C15:0)の顕著な蓄積から、小胞体での
VLCFA 生合成の主要な出発物質はパルミチン酸であると考えられた。 
植物体には培養細胞に比べて炭素数 26 以上の VLCFA が多量に含まれており、
それらの VLCFA が植物体の最表層にあるエピクチクラ等のワックス層を構成し
ていることから[24,33]、植物体の両剤に対する感受性は植物培養細胞に比べて
極めて高くなっていると推察された。 
黄化幼苗から調製した VLCFAE に対して高い阻害活性を示したことから、両剤
は VLCFAE を主作用点とすることが分かった。また、標的酵素である VLCFAE の
感受性の違いがピロキサスルホンの作物雑草間の選択性の一要因となっている
ことを VLCFAE 阻害型除草剤では初めて明らかにした。 
両剤の生育阻害活性がVLCFAE阻害活性に比べて高くなっているのは連続反応
阻害による相乗効果[62]を反映しているものと考えられた。 
従来のVLCFAE阻害型除草剤の分子内には求電子性の高い炭素原子を有してい
ることから、薬剤の VLCFAE 阻害機構は酵素活性中心のシステイン SH 基と薬剤
との求核置換反応による不可逆阻害であると推察されている[17,25,35,37]。こ
のような場合、酵素阻害活性は酵素と薬剤のプレインキュベーション時間依存
的に強くなる[17,25,35]と考えられるが、ピロキサスルホンの感受性植物及び
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対象作物 VLCFAE、並びにフェノキサスルホンの食用ヒエ VLCFAE に対する阻害活
性とプレインキュベーション時間との関係から、両剤は VLCFAE を可逆的に阻害
していることを明らかにした。この結果は、従来の VLCFAE 阻害型除草剤とは異
なり、新しい VLCFAE 阻害機構を提示しているものと考えられた。 
 しかしながら、植物ミクロソームには複数の VLCFAE が存在しており[32]、両
剤の阻害を解析したVLCFAE活性は複数の酵素活性の総和に対するものであると
考えられた(以上、第 1章)。そこで、第 2章では両剤の VLCFAE 阻害剤としての
詳細な性質を調べるために、単一の植物 VLCFAE に対する検定系を構築し、両剤
の阻害を解析した。 
 ピロキサスルホン及びフェノキサスルホンの単一の植物VLCFAEに及ぼす影響
を解析するために、既知のシロイヌナズナ VLCFAE である FAE1 を選び、出芽酵
母を用いて検定系を構築した。 
シロイヌナズナ FAE1 阻害試験では、VLCFAE 阻害型除草剤は植物に存在する
FAEタイプのVLCFAE活性のみを特異的に阻害することが分かっていることから、
カフェンストロール処理区[32]を陰性対照区として阻害試験を行った。その結
果、両イソキサゾリン系除草剤はシロイヌナズナ FAE1 の VLCFAE 活性を低濃度
で阻害し、その阻害活性は酵素と薬剤のプレインキュベーション時間に依存し
て強くなったことから、両剤は従来の VLCFAE 阻害型除草剤と同様にシロイヌナ
ズナ FAE1 を不可逆的に阻害していることが明らかになり、これはクロロアセト
アミド系のメタザクロールと同じ阻害様式[77]であった。 
一方、ピロキサスルホンに関しては、感受性モデル植物であるイネ VLCFAE の
中で標的とする VLCFAE の分子種を探索するために、既知のシロイヌナズナ
VLCFAE[26,27,29,30-33]のアミノ酸配列を用いてイネの VLCFAE を検索した。相
同性検索でヒットした 23 個のタンパク質の内、酵素活性に必須なアミノ酸残基
[32,37]の有無及び膜貫通部位[28,31,32,66]の有無の解析により、14 個がイネ
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VLCFAE であると推察され、イネにはシロイヌナズナと同様に複数の VLCFAE が存
在していることを明らかにした。 
 単一のイネ VLCFAE に対する検定系は、シロイヌナズナ FAE1 と同様に出芽酵
母を用いて構築を試みた結果、出芽酵母中で 2 つのイネ VLCFAE(Q6Z6C7 及び
Q5Z6S3)は発現していることが示されたが、組換え酵母中で VLCFA 含有量の上昇
を確認出来なかった。これに関しては、活性型タンパク質として発現していな
い、あるいは出芽酵母中の VLCFAE により触媒される縮合反応以降の 3つの反応
を触媒する酵素と相互作用出来ていない可能性が考えられた[32]。以上の検討
結果及び推察から、本手法での検定系の構築は困難であると判断し、新たな手
法を用いた。 
 イネやシロイヌナズナなどモデル植物の形質転換系[71,72,75,76]が角らに
より構築されており、機能解析する酵素は元来イネのタンパク質であることを
考慮すると、出芽酵母発現系の構築において問題となった上記の 2 つの要因を
クリア出来ると考えられることから、イネをタンパク質発現の宿主とした検定
系の構築を試みた。この際には、イネ形質転換培養細胞中の脂肪酸含有量を指
標に導入タンパク質の発現を解析することを考え、目的遺伝子をドライブする
プロモータとしてはイネ培養細胞で強く発現を誘導する CSP[70]とした。また、
本手法で検定系を構築するイネ VLCFAE としては、内在性の酵素活性の影響を小
さくできると考え、マイクロアレイ解析により培養細胞での発現が極めて弱い
Q6F365 遺伝子を選んだ。作成したイネ形質転換培養細胞では、Control イネ培
養細胞と比較して、VLCFA 含有量及び VLCFAE 活性が有意に上昇し、Q6F365 遺伝
子転写量が極めて高くなっていた。従って、Q6F365 タンパク質がイネ VLCFAE の
一つであると同時に、イネ培養細胞を用いた検定系の構築が示された。 
 イネ Q6F365 に対する阻害試験では、Control イネ培養細胞中の VLCFAE 活性と
イネ Q6F365 遺伝子を導入したイネ培養細胞中の VLCFAE 活性の差が発現したイ
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ネ Q6F365 タンパク質に由来すると考え、両イネ培養細胞の VLCFAE 活性に対す
る阻害活性を調べることにより、リコンビナントのイネ Q6F365 タンパク質に対
する阻害活性を解析した。その結果、ピロキサスルホンはイネ Q6F365 由来の
VLCFAE 活性を低濃度で阻害し、その阻害活性はプレインキュベーション時間に
関わらず一定であることから、可逆的に阻害していることが示唆された。この
結果から、単一の植物 VLCFAE に対しても従来の VLCFAE 阻害型除草剤の標的酵
素阻害機構[17,25,35,37]とは異なる新たな阻害機構が明らかになった。また、
ピロキサスルホンの阻害様式がシロイヌナズナ FAE1 とイネ Q6F365 で異なって
いた。イネ Q6F365 及びシロイヌナズナ FAE1 は系統樹において遠方にクラスタ
リングされており、両VLCFAEの酵素的性質の違いを反映していると推察された。 
両イソキサゾリン系除草剤及びメタザクロールがシロイヌナズナFAE1を不可
逆的に阻害したこと、ピロキサスルホンのシロイヌナズナ FAE1 及びイネ Q6F365
に対する阻害様式が異なっていることを考慮すると、薬剤と VLCFAE との相互作
用は薬剤の化学構造ではなく、酵素の分子種に依存している可能性が考えられ
た。そこで、HRAC で K3 グループに分類される他の 5つのクラスに属する薬剤の
ネズミムギ VLCFAE に対する阻害様式を解析した結果、供試した全ての薬剤は両
イソキサゾリン系除草剤と同様に可逆的に阻害していることが示唆され、本論
文で明らかになった可逆的な阻害様式は両イソキサゾリン系除草剤だけではな
く、他のクラスの K3 除草剤にも適用出来ることが明らかになった。また、この
結果は薬剤と VLCFAE との相互作用は薬剤の化学構造ではなく、VLCFAE の分子種
に依存しているという仮説を裏付けるものと考えている。しかしながら、その
仮説を実証するためには、更なる解析が必要であると考える(以上、第 2章)。 
今後、イネ及びシロイヌナズナ等のモデル植物を始めとして、VLCFAE の機能
解析が更に進展すれば、VLCFAE の酵素的性質が解明され、単一の VLCFAE 間で阻
害様式が異なる要因に関しても詳細が明らかになると考えられる。いずれにし
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ても、本研究で明らかになった可逆的な VLCFAE 阻害機構は、今後の新規骨格を
有する VLCFAE 阻害型除草剤の研究開発に貢献出来ると考えている。 
 第 1 章において VLCFAE の感受性差が選択性の一要因であることを述べたが、
これだけではピロキサスルホンの作物雑草間の生理的な選択性を説明すること
は出来ないと考えられた。そこで、第 3章では 14C-ピロキサスルホンを用いて薬
剤代謝の観点からピロキサスルホンのコムギ及びリジッドライグラス間の選択
性要因を解析した。両植物幼苗に吸収されたピロキサスルホンは分解され、イ
ソキサゾリン環のグルタチオン抱合体(M-15)からグリシン及びグルタミン酸の
脱離[83,84]により生成するイソキサゾリン環のシステイン抱合体(M-26)、M-26
の脱アミノ化により生成する M-29、M-29 のグルコース抱合化により生成する
M-29-glc が主要代謝物として同定された。これらの結果から、ピロキサスルホ
ンの主要な代謝経路はイソキサゾリン環のグルタチオン抱合化によるメチルス
ルフォニル結合の開裂であり、本剤の解毒代謝には GST が重要な役割を担って
いることが示されると同時に、主要な代謝経路は作物雑草間で類似しているこ
とが明らかになった。 
一方、コムギ中の親化合物の残存割合はリジッドライグラスに比べて低いの
に対して、主要代謝物の割合が高いことから、GST による薬剤代謝活性の違いが
ピロキサスルホンの選択性の一要因となっていることが推察された。畑作用の
VLCFAE 阻害型除草剤は GST により代謝されるだけでなく、その抱合活性の違い
が作物雑草間の選択性要因であることが報告されており[41-43]、ピロキサスル
ホンに関しても同じ要因が選択性に関わっていると考えられた(以上、第3章)。 
今後、詳細にピロキサスルホンの選択性機構を解明するためには、ピロキサ
スルホンの抱合活性の解析や本剤をグルタチオン抱合する GST の分子種を同定
する必要があると考えている。 
最後に、本論文で VLCFAE の解析にモデル化合物として扱ったピロキサスルホ
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ンは 2011 年にオーストラリア、2012 年にアメリカでの登録が取得され、フェノ
キサスルホンは日本で登録申請中である。これらの両イソキサゾリン系除草剤
が今後世界の作物生産に役立つとともに、本研究で得られた VLCFAE の性質に関
する知見がより安全性に優れた農薬開発に繋がることを期待している。 
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摘要 
 
 除草剤は、作物生産において雑草防除を目的として用いられる化学物質であ
り、今日までに多くの剤が開発され、その作用機構の研究が進められてきた。
人畜への安全性の観点から、植物固有の作用点である VLCFAE が注目される。本
論文は新規イソキサゾリン系除草剤であるピロキサスルホン及びフェノキサス
ルホンの作用機構及びピロキサスルホンの選択性要因に関する研究を通して、
VLCFAE の特性を明らかにしたものである。 
 
第 1 章 
両イソキサゾリン系除草剤の対象雑草に及ぼす作用症状から、VLCFAE を作用
点としていると推察された。そこで、VLCFA 生合成系及び VLCFAE 活性に対する
阻害を解析することにより、両剤の主作用点を明らかにすると同時に、酵素阻
害機構等に関して新しい知見が得られた。 
1. 両イソキサゾリン系除草剤は対象雑草の生育を強く阻害し、ピロキサスルホ
ンは作物雑草間で生理的な選択性を有していた。 
2. 植物培養細胞の薬剤感受性が植物体に比べて極めて低い要因として、植物体
にはエピクチクラ等のワックス層があるのに対して、培養細胞にはそのよう
な組織が無いことが考えられた。 
3. 両イソキサゾリン系除草剤処理した植物培養細胞では、VLCFA 含有量は大幅
に減少したのに対して、VLCFA 前駆体は蓄積していたことから、両剤が VLCFA
生合成系を阻害していることが明らかになった。また、蓄積した VLCFA 前駆
体の中でパルミチン酸(C16:0)の脱炭酸により生成すると考えられるペンタ
デカン酸(C15:0)が最も顕著に蓄積していたことから、小胞体での VLCFA 生
合成の主要な出発物質は C16:0 であると推察された。 
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4. 両イソキサゾリン系除草剤は黄化幼苗から調製した VLCFAE 活性を低濃度で
阻害したことから、主作用点は VLCFAE であることが明らかになった。 
5. VLCFAE の感受性の違いが、ピロキサスルホンの作物雑草間の選択性の一要因
であることが分かった。 
6. 両イソキサゾリン系除草剤の VLCFAE 阻害活性が生育阻害活性に比べて弱い
のは、連続反応阻害による相乗効果で説明出来ると考えられた。 
7. 両イソキサゾリン系除草剤は黄化幼苗から調製した VLCFAE 活性を可逆的に
阻害した。これは従来の VLCFAE 阻害型除草剤の標的酵素阻害機構とは異な
るものであった。 
第 2章 
 第 1章で可逆的な阻害様式が示唆された VLCFAE 活性は複数の酵素活性の総和 
であることから、単一のシロイヌナズナ及びイネの VLCFAE に対する検定系を構 
築し、両剤の阻害を解析した。 
1. 出芽酵母を用いてシロイヌナズナ FAE1 に対する検定系を構築し、両剤の阻
害を調べた結果、両イソキサゾリン系除草剤は低濃度で FAE1 を阻害するこ
とを明らかにした。また、両イソキサゾリン系除草剤はシロイヌナズナ FAE1
を従来の知見と同様に不可逆的に阻害することを明らかにした。 
2. ピロキサスルホンの感受性モデル植物であるイネの VLCFAE をシロイヌナズ
ナ VLCFAE のアミノ酸配列を用いた相同性解析により、イネには少なくとも
14 個の VLCFAE があることを明らかにした。 
3. マイクロアレイを用いたイネ茎葉部、根部、培養細胞での推定イネ VLCFAE
遺伝子の発現解析により、部位及び組織間で特異的な発現をしている遺伝子
を見出した。 
4. 出芽酵母を用いたイネ VLCFAE に対する検定系を構築することは出来なかっ
た。その要因として、イネ VLCFAE が出芽酵母では活性型タンパク質として
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発現できていない、あるいは VLCFAE に触媒される縮合反応以降の 3反応を
触媒する酵素と相互作用出来ない可能性が示された。そこで、それらの原因
をクリア出来ると考えたイネ培養細胞を用いる検定系の構築に成功すると
共に、イネ Q6F365 がイネの VLCFAE の 1 つであることを明らかにした。 
5. ピロキサスルホンはイネ Q6F365 の VLCFAE 活性を低濃度で阻害した。また、
本剤はイネ Q6F365 を可逆的に阻害したことから、単一の VLCFAE に対しても
従来の知見とは異なる新しい VLCFAE 阻害機構が明らかになった。 
6. ピロキサスルホンのイネ Q6F365 及びシロイヌナズナ FAE1 に対する阻害様式
が異なっているのは、VLCFAE の酵素的性質の違いによるものと考えられた。
また、両イソキサゾリン系除草剤及びメタザクロールのシロイヌナズナ FAE1
に対する阻害様式が同じであることから、VLCFAE と薬剤との相互作用は薬剤
の化学構造に因らず、酵素の分子種に依存している可能性が考えられた。 
7. 従来の VLCFAE 阻害型除草剤はイソキサゾリン系除草剤と同様にネズミムギ
VLCFAE を可逆的に阻害した。従って、可逆的な VLCFAE 阻害様式はイソキサ
ゾリン系除草剤に限られるものではなく、既存の VLCFAE 阻害型除草剤にも
適用出来ると同時に、VLCFAE と薬剤との相互作用は薬剤の化学構造ではなく、
酵素の分子種に依存するという仮説を裏付けるものと考えられた。 
第 3章 
 第 1 章において、VLCFAE の感受性の違いがピロキサスルホンの作物雑草間の
選択性の 1要因であることを示したが、この要因だけではピロキサスルホンの
生理的な選択性を説明出来ないと考え、14C-ピロキサスルホンを用いてコムギ及
びリジッドライグラス幼苗中の本剤代謝活性を比較解析した。 
1. 両植物幼苗では、根部から吸収されたピロキサスルホンは分解され、イソキ
サゾリン環のグルタチオン抱合体(M-15)に由来する主要代謝物が検出され
たことから、ピロキサスルホンの主要な代謝経路はイソキサゾリン環のグル
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タチオン抱合によるメチレンスルフォニル結合の開裂であること分かった。
以上の結果から、本剤の解毒代謝には GST が重要な役割を担っており、主要
な代謝経路は作物雑草間で類似していることが示された。 
2. コムギ中のピロキサスルホンの残存割合がリジッドライグラスに比べて低
いのに対して、主要代謝物の割合が高いことから、GST 活性の違いが作物雑
草間の選択性の一要因であると推察された。 
120 
 
謝辞 
 
 本論文をまとめるに当たり、終始熱心なご指導とご校閲を賜りました筑波大
学大学院生命環境科学研究科教授 松本宏博士に深く感謝し、御礼申し上げま
す。 
本研究の査読を賜りました筑波大学大学院生命環境科学研究科教授 田中俊
之博士、筑波大学大学院生命環境科学研究科准教授 臼井健郎博士、筑波大学
大学院生命環境科学研究科講師 春原由香里博士に謹んで感謝申し上げます。 
また、マイクロアレイ解析の際に、有益なご指導とご助言を賜りました農業
生物資源研究所 土岐精一博士、長村吉晃博士に厚く御礼申し上げます。 
 研究の機会を賜り、取り纏めに十分なご理解とご支援を賜りましたクミアイ
化学工業株式会社社長 石原助博士、永山孝三常務取締役、研究開発部 井
上淳部長、生物科学研究所 花井涼所長、株式会社エコプロ・リサーチ 井澤
典彦博士に心より感謝の意を表します。また、本研究を遂行するに当たり、多
大なご協力をいただきました クミアイ化学工業株式会社 清水力博士、池田
光政博士、角康一郎氏、藤岡智則博士、堀田順子研究員をはじめとするバイオ
テクノロジー研究室の皆様に深く感謝いたします。 
121 
 
掲載論文 
 本論文は以下の論文を一部加筆し、まとめたものである。 
 
第 1 章、第 2章 
1. Y. Tanetani, K. Kaku, K. Kawai, T. Fujioka and T. Shimizu: Action mechanism of a 
novel herbicide, pyroxasulfone. Pestic. Biochem. Physiol. 95, 47-55 (2009). 
2. Y. Tanetani, T. Fujioka, K. Kaku and T. Shimizu: Studies on the inhibition of plant 
very-long-chain fatty acid elongase by a novel herbicide, pyroxasulfone. J. Pestic. 
Sci. 36, 221-228 (2011). 
3. Y. Tanetani, T. Fujioka, J. Horita, K. Kaku and T. Shimizu: Action mechanism of a 
novel herbicide, fenoxasulfone. J. Pestic. Sci. 36, 357-362 (2011). 
 
第 3 章 
4. Y. Tanetani, M. Ikeda, K. Kaku, T. Shimizu and H. Matsumoto: Role of metabolism 
in the selectivity of a herbicide, pyroxasulfone between wheat and rigid ryegrass 
seedlings. J. Pestic. Sci. 38, 152-156 (2013). 
122 
 
引用文献 
諸言 
[1] Phyllips McDougall Crop Protection and Biotechnology Consultants, Phyllips 
McDougall, Nov. 2011. 
[2] P. Beyer, K. Kreuz and H. Kleinig: β-Carotene Synthesis in Isolated Chromoplasts 
from Narcissus pseudonarcissus. Planta 150, 435-438 (1980). 
[3] M. Leason, D. Cunliffe, D. Parkin, P. Lea and B. Miflin: Inhibition of pea leaf  
glutamine synthetase by methionine sulphoximine, phosphinothricin and other 
glutamate analogues. Phytochemistry 21, 855-857 (1982). 
[4] K. Tachibana, T. Watanabe, Y. Sekizawa and T. Takematsu: Action  
mechanism of bialaphos. I. Inhibition of glutamine synthetase and quantitative changes  
of free amino acids in shoots of bialaphos-treated Japanese barnyard millet. J. Pestic. 
Sci. 11, 27-31 (1986).  
[5] J. Rubin, C. Gaines and R. Jensen: Glyphosate Inhibition of 
5-Enolpyruvilshikimate 3-Phosphate Synthase from Suspension-Cultured Cells of 
Nicotiana silvestris. Plant Physiol. 75, 839-845 (1984). 
[6] R. LaRossa and J. Schloss: The Sulfonylurea Herbicide Sulfometuron Methyl  
Is an Extremely Potent and Selective Inhibitor of Acetolactate Synthase in Salmonella 
typhimurium. J. Biol. Chem. 259, 8753-8757 (1984). 
[7] T. Ray: Site of Action of Chlorsulfuron. Plant Physiol. 75, 827-831 (1984). 
[8] M. Matringe, J. Dufour, J. Lheminier and R. Scalla: Characterization of the  
mode of action of the experimental herbicide LS 82-556:  
[(S)3-N-(methylbenzyl)carbamoyl-5-propionyl-2,6-lutidine. Pestic. Biochem. Physiol.  
26, 150-159 (1986). 
123 
 
[9] M. Matringe, J. Camadro, P. Labbe and R. Scalla: Protoporphyrinogen oxidase as a 
molecular target for diphenyl ether herbicides. Biochem. J. 260, 231-235 (1989). 
[10] J. Burton, J. Gronwald, D. Sormers, J. Conelly, B. Gengenbach and D. Wyse:  
Inhibition of acetyl-CoA carboxylase by the herbicide sethoxydim and haloxyfop.  
Biochem. Biophys. Res. Commun. 148, 1039-1044 (1987). 
[11] S. Lindstedt, E. Holme, E. Lock, O. Hjalmarson and B. Strandvik: Treatment  
hereditary tyrosinaemia type I by inhibition of 4-hydroxyphenylpyruvate dioxygenase.  
The Lancet 340, 813－817 (1992). 
[12] A. Schulz, O. Ort, P. Beyer and H. Kleinig: SC-0051, a  
2-benzoyl-cyclohexane-1,3-dione bleaching herbicide, is a potent inhibitor of the  
enzyme p-hydroxyphenylpyruvate dioxygenase. FEBS Lett. 318,162-166 (1993). 
[13] M. Couderchet, J. Schmalfu β and P. Böger: Incorporation of Oleic Acid into  
Sporopollenin and Its Inhibition by the Chloroacetamide Herbicide Metazachlor. Pestic. 
Biochem. Physiol. 55, 189-199 (1996). 
[14] M. Couderchet, P. Bocion, R. Chollet, K. Seckinger and P. Böger: Biological 
Activity of Two Stereoisomers of the N-Thienyl Chloroacetamide Herbicide 
Dimethenamid. Pestic. Sci. 50, 221-227 (1997). 
[15] M. Couderchet, J. Schmalfu β and P. Böger: A Specific and Sensitive Assay to  
Quantify the Herbicidal Activity of Chloroacetamides. Pestic. Sci. 52, 381-387 (1998). 
[16] J. Schmalfu β, B. Matthes, P. Meyer and P. Böger: Chloroacetamide Mode of  
Action I: Inhibition of Very Long Chain Fatty Acid Synthesis in Scenedesmus acutus.   
Z. Naturforsch 53c, 995-1003 (1998). 
[17] P. Böger, B. Matthes and J. Schmalfu β: Towards the primary target of 
chloroacetamides –new findings pave the way. Pest. Manage. Sci. 56, 497-508 (2000). 
[18] J. B. Burton, J. W. Gronwald, D. A. Somers, B. G. Gengenbach and D. L. Wyse:  
124 
 
Inhibition of corn acetyl-CoA carboxylase by cyclohexanedione and  
aryloxyphenoxypropionate herbicides. Pestic. Biochem. Physiol. 34, 76-85 (1989). 
[19] 小西智一・佐々木幸子: 植物のアセチル CoA カルボキシラーと除草剤耐性,  
植物の化学調節 31, 134-142. 1996. 
[20] H. Ohkawa, H. Tsujii, M. Shimoji, Y. Imajuku and H. Imaishi: Cytochrome P450 
Biodiversity and Plant Protection. J. Pestic. Sci. 24, 197-203 (1999). 
[21] J. S. Yuan, P. J. Tranel and N. Stewart Jr.: Non-target-site herbicide resistance: a 
family business. Trends in Plant Sci. 12, 6-13 (2006). 
[22] R. H. Shimabukuro, G. L. Lamoureux and D. S. Frear: ‘‘Glutathione conjugation:  
A mechanism for herbicide detoxification and selectivity in plants,’’ Chemical action of  
herbicide antidotes, ed. by F. M. Pallos and J. E. Casida, Academic Press, New York  
London. pp. 134-149, 1977.  
[23] M. K. Koeppe, C. M. Hirata, H. M. Brown, W. H. Kenyon, D. P. O’Keefe, S. C.  
Lau and W. T. Zimmerman: Basis of Selectivity of the Herbicide Rimsulfuron in Maize.  
Pestic. Biochem. Physiol. 66, 170-181 (2000). 
[24] B. Matthes and P. Böger: Chloroacetamides Affect the Plasma Membrane. Z.  
Naturforsch 57c, 843-852 (2002). 
[25] P. Böger: Mode of action for Chloroacetamides and Functionally Related 
Compounds. J. Pestic. Sci. 28, 324-329 (2003). 
[26] C. Lechelt-Kunze, R. C. Meissner, M. Drews and K. Tietjen: Flufenacet herbicide 
treatment phenocopies the fiddlehead mutant in Arabidopsis thaliana. Pest. Manag. Sci. 
59, 847-856 (2003). 
[27] B. J. Blacklock and J. G. Jaworski, Substarate specificity of Arabidopsis 
3-ketoacyl-CoA synthase. Biochem. Biophys. Res. Comm. 346, 583-590 (2006). 
125 
 
[28] A. A. Millar, S. Clemens, S. Zachgo, E. M. Giblin and D. C. Taylor: CUT1, an 
Arabidopsis Gene Required for Cuticular Wax Biosynthesis and Pollen Fertility, 
Encodes a Very-Long-Chain Fatty Acid Condensing Enzyme. Plant Cell 11, 825-838 
(1999). 
[29] J. Todd, D. Post-Bittenmiller and J. G. Jaworski, KCS1 encodes fatty acid elongase  
3-ketoacyl-CoA synthase affecting was biosynthesis in Arabidopsis thaliana. The Plant  
J. 17, 119-130 (1999). 
[30] M. Ghanevati and J. G. Jaworski: Active-site residues of a plant membrane-bound 
fatty acid elongase β-ketoacyl-CoA synthase, FAE1 KCS. Biochem. Biophys. Acta 15, 
77-85 (2001). 
[31] M. Ghanevati and J. G. Jaworski, Engineering and mechanistic studies of the 
Arabidopsis FAE1 β-ketoacyl-CoA synthase, FAE1 KCS. Eur. J. Biochem. 269, 
3531-3539 (2002). 
[32] S. Trenkamp, W. Martin and K. Tietjen: Specific and differential inhibition of  
very-long-chain fatty acid elongases from Arabidopsis thaliana by different herbicides.  
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 101, 11903-11908 (2004). 
[33] J. Joubes, S. Raffaele, B. Bourdenx, C. Garcia, J. Laroche-Traineau, P. Moreau, F.  
Domergue and R. Lessire: The VLCFA elongase gene family in Arabidopsis thaliana:  
phylogenetic analysis, 3D modeling and expression profiling. Plant Mol. Biol. 67,  
547-566 (2008).  
[34] HRAC HP, 2012  
http://www.hracglobal.com/Publications/ClassificationofHerbicideSiteofAction/tabid/2 
22/Default.aspx 
[35] J. Schmalfu β, B. Matthes, K. Knuth and P. Böger: Inhibition of Acyl-CoA  
Elongation by Chloroacetamide Herbicide in Microsomes from Leek Seedlings. Pestic. 
126 
 
Biochem. Physiol. 67, 25-35 (2000). 
[36] H. Takahashi, A. Ohki, S. Kato, A. Tanaka, Y. Sato, B. Matthes, P. Böger and K.  
Wakabayashi: Inhibition of Very-Long-Chain Fatty Acid Biosynthesis by 
2-Chloro-N-(3-methoxy-2-thenyl)-2’,6’-dimethylacetanlide, Thenylchlor, and Its 
Analogs. Pestic. Biochem. Physiol. 71, 140-146 (2001). 
[37] C. Eckermann, B. Matthes, M. Nimtz, V. Reiser, B. Lederer, P. Böger and J.  
Schröder: Covalent binding of Chloroacetamide herbicides to the active site cysteine of  
plant type III polyketide synthases. Phytochemistry 64, 1045-1054 (2003). 
[38] H. Takahashi, J. Schmalfu β, A. Ohki, A. Hosokawa, A. Tanaka, Y. Sato, B.  
Matthes, P. Böger and K. Wakabayashi: Inhibition of Very-Long-Chain Fatty Acid 
Formation by Indanofan, 2-[2-(3-Chlorophenyl)oxiran-2-ylmethyl]-2- 
ethylindan-1,3-dione, and Its Relatives. Z. Naturforsch 57c, 72-74 (2002). 
[39] K. Sachio, A. Tanaka, H. Watanabe, Y. Sato, Y. Ikeda, P. Böger and K.  
Wakabayashi: Inhibitory Activity of Indanofan and Its Enatiomers on Biosynthesis of 
Very-Long-Chain Fatty Acids. J. Pestic. Sci. 30, 7-10 (2005). 
[40] Y. Tanetani, K. Kaku, M. Ikeda and T. Shimizu: Action mechanism of a herbicide, 
thiobencarb. J. Pestic. Sci. in press.  
[41] G. L. Lamoureux, L. E. Stratford and F. S. Tanaka: Metabolism of  
2-chloro-N-isopropylacetanilide (propachlor) in the leaves of corn, sorghum, sugarcane,  
and barley. J. Agric. Food Chem. 19, 346-350 (1971). 
[42] J. R. C. Leavitt and D. Penner: In vitro conjugation of glutathione and other thiols 
with acetanilide herbicides and EPTC sulfoxide and the action of the herbicide antidote 
R-25788. J. Agric. Food. Chem. 27, 533-536 (1979).  
[43] T. Mozer, D. Tiemeier and E. Jaworski: Purification and characterization of corn 
glutathione S-transferase. Biochemistry 22, 1068-1072 (1983).  
127 
 
第 1 章 
[44] M. Nakatani, M. Ito, K. Kimijima, M. Miyazaki, M. Fujinami, R. Ueno and S. 
Takahashi, Kumiai Chemical Industry Co., Ltd. and Ihara chemical Industry Co., Ltd., 
Isoxazoline derivatives and herbicides, PCT Int. Appl. WO2003000686. 
[45] M. Nakatani, M. Ito, K. Kaku, M. Miyazaki, R. Ueno, H. Kawasaki and S. 
Takahashi, 3-Sulfonylisoxazoline derivatives as novel herbicides, Abstr (2). 11th 
IUPAC Int. Cong. Pestic. Chem. p. 40 (2006). 
[46] 伊藤稔・中谷昌央・高橋優樹・藤波周・花井涼: 新規除草剤フェノキサス 
ルホンに関する研究(第1報)－イソキサゾリン系水稲用除草剤の構造と生物活性 
－, 日本農薬学会第 35 回記念大会要旨集, p. 52, 2010.   
[47] P. W. Geier, P. W. Stahlman, and J. C. Frihauf: KIH-485 and S-metolachlor 
Efficacy on Comparisons and No-Tillage Corn1. Weed Technol. 20, 622-626 (2006). 
[48] S. R. Sikkema, N. Soltani, P. H. Sikkema and D. E. Robinson: Tolerance of eight 
sweet corn (Zea mays L.) hybrids to pyroxasulfone. HortSci. 43, 170-172 (2008).  
[49] S. R. King and J. O. Garcia: Annual broadleaf control with KIH-485 in 
glyphosate-resistant furrow-irrigated corn. Weed Technol. 22, 420-424 (2008). 
[50] S. Knezevic, A. Datta, J. Scott and P. Porpiglia: Dose-Response Curves of  
KIH-485 for Preemergence Weed Control in Corn. Weed Technol. 23, 34-39 (2009). 
[51] N. Soltani, M. Kumagai, L. Brown and P. H. Sikkema: Long-spine sandbur 
[Cenchrus longispinus (Hack. in Kneuck.) Fernald] control in corn. Can. J. Plant Sci. 
90, 241-245 (2010). 
[52] S. M. Ulloa and M. D. K. Owen: Response of Asiatic Dayflower (Commelina 
communis) to Glyphosate and Alternatives in Soybean. Weed Sci. 57, 74-80 (2009). 
[53] M. Walsh, T. Fowler, B. Crowe, M. Clarke, T. Ambe and S. Powles: The Potential  
for Pyroxasulfone to Selectivity Control Resistant and Susceptible Rigid Ryegrass  
128 
 
(Lolium rigidum) Biotypes in Australian Grain Crop Production Systems. Weed  
Technol. 25, 30-37 (2011). 
[54] G. L. Steele, P. J. Porpiglia and J. M. Chandler: Efficacy of KIH-485 on Texas 
Panicum (Panicum texanum) and Selected Broadleaf Weeds in Corn 1. Weed Technol. 
19, 866-869 (2005). 
[55] S. R. King, R. L. Ritter, E. S. Hagood Jr. and H. Menbere: Control of Acetolactate 
Synthase-Resistant Shattercane (Sorgum Bicolor) in Field Corn with KIH-485. Weed 
Technol. 21, 578-582 (2007). 
[56] P. H. Sikkema, D. E. Robinson, R. E. Nurse and N. Soltani: Pre-emergence 
herbicides for potential use in pinto and small red mexican bean (Phaseolus vulgaris) 
production. Crop Prot. 27, 124-129 (2008). 
[57] C. L. Stewart, R. E. Nurse, C. Gillard and P. H. Sikkema: Tolerance of adzuki bean 
to preplant-incorporated, pre-emergence, and post-emergence herbicides in Ontario, 
Canada. Weed Biol. Manag. 10, 40-47 (2010). 
[58] M. E. Kurtz, Y. Yamaji and Y. T. DeLoach: KIH-485 (pyroxasulfone): Broadleaf  
signalgrass (Urocholoa platyphylla) control with early pre-plant appications in  
minimum and conventional tillage corn. Weed. Sci. Soc. Am. Proc. 457 (2009). 
[59] 高橋優樹・藤波周・花井涼・伊藤稔・中谷昌央: 新規除草剤フェノキサス
ルホンに関する研究(第 2 報)－フェノキサルホンの水稲用除草剤としての作用
特性－. 日本農薬学会第 35 回記念大会要旨集, p. 88, 2010.  
[60] H. Uchimiya and T. Murashige: Evaluation of parameters in the isolation of viable 
protoplasts from cultured tobacco cells, Plant Physiol. 54, 936-944 (1974). 
[61] Z.J. Xu, K. Fujino and Y. Kikuta: Refeneration via somatic embryogenesis and/or 
organogenesis in callus from mature seeds of Echinochloa oryzicola Vasing. Jpn. J. 
Crop Sci. 62, 614-620 (1993). 
129 
 
[62] 田中信男, 中村昭四郎: 抗生物質大要(第 4版), 東京大学出版会, p.360,  
1992. 
第 2 章 
[63] R. D. Gietz and R. A. Woods: J. A. Johnston (Ed.), Molecular Genetics of Yeast: 
Practical Approaches, Oxford University Press, Oxford, 121-134 (1994). 
[64] J. Kyhse-Andersen: Electroblotting of multiple gels: a simple apparatus without 
buffer tank for rapid transfer of proteins from polyacrylamide to nitrocellulose. J. 
Biochem. Biophys. Methods 10, 203-209 (1984). 
[65] C. S. Oh, D. A. Toke, S. Mandala and C. E. Martin: ELO2 and ELO3, Homologues 
of the Saccharomyces cerevisiae ELO1 Gene, Function in Fatty Acid Elongation and 
Are Required for Sphingolipid Formation. J. Biol. Chem. 272, 17376-17384 (1997). 
[66] A. E. Leonard, S. L. Pereire, H. Sprecher and Y. Huang: Elongation of long chain  
fatty acids. Progress in Lipid Research 43, 36-54 (2004). 
[67] S. Paul, K. Gable, F. Beandoin, E. Cahoon, J. Jaworski, J. A. Napier and T. M.  
Dunn: Members of the Arabidopsis FAE1-like 3-Ketoacyl-CoA Synthase Gene Family  
Substitute for the Elop Proteins of Saccharomyces cerevisiae. J. Biol. Chem. 281,  
9018-9029 (2006). 
[68] Blastp 検索 HP, http://blast.ddbj.nig.ac.jp/top-j.html 
[69] DAS transmembrane prediction server HP, http://www.sbc.su.se/～miklos/DAS 
[70] H. Otsuki and M. Ohshima: Functional plant, promoter to be used for producing 
the functional plant and method of using the same. US Patent 0223438 (2005). 
[71] R-4 ベクター, http://www.kumiai-chem.co.jp/palselect/image/pstara_gazo06_l.gif 
[72] PalSelect HP, http://www.kumiai-chem.co.jp/palselect/pstara.html 
[73] S. Toki: Rapid and efficient Agrobacterium-Mediated Transformation in Rice.  
Plant Mol. Biol. Rep. 15, 16-21 (1997). 
130 
 
[74] ClustalW HP, http://www.genome.jp/tools/clustalw/ 
[75] 藤岡智則, 角康一郎, 河合清, 種谷良貴, 西崎修代, 高根健一, 市川裕 
章, 清水力: 変異型 ALS 遺伝子を選抜マーカーとした新規植物形質転換用ベク 
ターの開発, 第 26 回日本植物細胞分子生物学会大会講演要旨集, p.91 (2008). 
[76] 角康一郎, 河合清, 井澤典彦, 清水力: ビスピリバックナトリウム塩を選 
抜用試薬とする新規植物形質転換技術の開発. 雑草研究 55, 74-81 (2010).  
[77] T. Götz and P. Böger: The Very-Long-Chain Fatty Acid Synthase Is Inhibited by  
Chloroacetamides. Z. Naturforsch 59c, 540-553 (2004). 
第 3 章 
[78] E. Boyland and L. F. Chasseaud: The role of glutathione and glutathione 
S-transferase in mercapturic acid biosynthesis. Adv. Enzymol. 32, 173-219 (1969). 
[79] D. H. Huston: ‘‘Glutathione conjugates,’’ ed by D. D. Kaufman, G. G. Still, G. D. 
Paulson and S. K. Bandal, ACS Symp. Ser. 29, American Chemical Society, 
Washington D. C., Chap. 7, pp.103-131 (1976). 
[80] B. Mannervik: The isoenzymes of glutathione transferase. Adv. Enzymol. Relat. 
Areas. Mol. Biol. 57, 357-417 (1985). 
[81] P. J. Hatton, D. Dixon, D. J. Cole and R. Edwards: Glutathione transferase 
activities and herbicide selectivity in maize and associated weed species. Pestic. Sci. 46, 
267-275 (1996). 
[82] D. P. Dixon, A. Lapthorn and R. Edwards: Plant glutathione transferases. Genome 
Biol. 3, 1-10 (2002). 
[83] G. L. Lamoureux and D. G. Rusness: ‘‘Catabolism of glutathione conjugates of 
pesticides in higher plants,’’ ed. by J. D. Rosen, P. S. Magee and J. E. Casida, ACS. 
Symp. Ser. 158, American Chemical Society, Washington D. C., Chap. 9, pp.133-164 
(1981). 
131 
 
[84] G. L. Lamoureux and D. G. Rusness: ‘‘Malonylcysteine conjugates as end products 
of glutathione conjugate metabolism in plants,’’ ed. by J. Miyamoto and P. C. Kearney, 
IUPAC, Pergamon Press, Oxford 3, pp.295-300 (1983). 
[85] D. J. Cole and R. Edwards: ‘‘Glutathione conjugation,’’ ed. by T. Roberts, John 
Wiley and Sons, Ltd., Chichester, pp.121-127 (2000). 
